T. 87 NOVEMBRE 1954 N° 5 


ANNALES 


DE 


EINSTITUT PASTEUR 


TRANSMISSION EXPERIMENTALE DE LA MYXOMATOSE 
AU LAPIN PAR AWOPHELES MACULIPENN/S ATROPARVUS 
ET ANOPHELES STEPHENS! 


par H. JACOTOT, C. TOUMANOFF, A. VALLEE et B. VIRAT (’). 
(Aides-Techniqnes : M"'* M. LAPIED et A. LE PRIOL.) 


(Institut Pasteur, 
Services de Microbiologie Animale et d’Entomologie Médicale.) 


L’aptitude des moustiques 4 transmettre la myxomatose a é{é 
reconnue il y a prés de vingt ans et on ne saurait contester 
aujourd’hui le réle, parfois prédominant, que jouent ces insectes 
dans la dispersion du contage. 

Plusieurs espéces ont pu étre justement incriminées : Culex 
fatigans (S. Torres, 1936) [4], Aedes scapularis et Aedes aegypti 
. (H. de Beaurepaire Aragao, 1943) [2], Aedes alboannulatus ct 
Aedes camptorhynchus (L. B. Bull et M. W. Mules, 1944) [8], 
Anopheles annulipes (F. N. Ratcliffe, E. Myers, B. F. Fennessy, 
J. H. Calaby, 1952) [4], Culex annulirostris (K. Myers, 1954) [5]. 

Dans le présent travail, nous rapporterons les essais que nous 
avons effectués sur le méme sujet en utilisant comme vecteurs 
A. maculipennis atroparvus (Van-Thiel) que l’on rencontre en 
plusieurs pays d’Europe et notamment en France ; A. slephensi 
(Liston), espéce des régions chaudes, largement répandue aux 
Indes et dans le Sud-Est de I’Asie, enfin, Aedes aegypli (Linné) 
dont l’action a été bien étudiée par plusieurs auteurs a l’étranger. 


(*) Saciété Frangaise de Microbiologie, séance du 1% juillet 1954. 
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A maculipennis atroparvus est un anophéle zoophile ; au prin- 
temps et en été, on le rencontre rarement dans les habitations ; 
il y pénétre en automne lorsque commence la diapiause ovarienne ; 
on l’y trouve d’ailleurs toujours en moins grand nombre qu au- 
pres des animaux; néanmoins, en certains pays (Hollande, 
Espagne), il est apte a transmettre le paludisme hivernal. 

C’est dans les mois ot il se montre plus particuli¢rement 
zoophile et ot il fréquente les clapiers que se sont produites les 
poussées de myxomatose dans les garennes et dans les villages 
{francais en 1953. Aussi nous a-t-il paru tout indiqué de commencer 
par lui notre expérimenta'ion (1). 

La souche utilisée dans nos expériences provenait de la London 
School of Hygiene and Tropical Medicine d’ot l’un de nous I’a 
recuc. Les premiers individus, larves et adultes, en furent capturés 
a Harefield (Middlesex) par le D™ ‘Leeson, mais au cours de la 
derniére guerre, des insectes d’origines diverses furent introduits 
dans son élevage. 

A l'Institut Pasteur la souche est entretenue dans une salle 
conditionnée, a la température de 25° C et sous une humidité de 
70 a 80 p. 100. 

A. stephensi est, aux Indes, un vecteur important du paludisme 
dans les grandes villes et en milieu rural. On en connait deux 
variétés : A. slephensi, forme type qui dans la nature est considéré 
comme particuliérement anthropophile, et A. stephensi mysorensis 
qui est plutot zoophile. Néanmoins c’est la premiére de ces 
variétés que nous avons utilisée parce qu’elle se préte mieux que 
la seconde a l’élevage au laboratoire. 

La souche, originaire des Indes, que un de nous doit a l’obli- 
geance du professeur Macdonald et du D™ Leeson, a été multipliée 
d’abord au Malaria Laboratory de Horton ; elle est actuellement 
entretenue au Ross Institute de Londres. 


(1) M. E. Roubaud nous communique, a ce sujet, les remarques 
suivantes : 

« Parmi les nombreuses espéces de moustiques susceptibles dans nos 
régions de piquer les lapins domestiques, l’Anopheles maculipennis 
s’inscrit en premiére ligne. J’ai montré, autrefois (ces Annales, avril 
1920), que, dans le marais vendéen du nord, un seul lapin était souvent 
aux prises, pendant la nuit, avec plusieurs centaines de maculipennis 
atroparvus, dont le plus grand nombre parvenaient A se gorger abon- 
damment de sang. Au point de vue de la transmission de la myxo- 
matose dans le milieu des clapiers, c’est cet anophéle (A. maculipennis 
s. lat.) qui apparait sans nul doute, en Europe, comme devant jouer 
le role principal. 

Dans les bois, dans les garennes, parmi les lapins sauvages, ce sont 
d'autres espéces culicidiennes qu’il convient d’incriminer, parmi 
lesquelles de nombreux Aedes, l’Anopheles claviger (bifurcatus) et sur- 
tout PA. plumbeus. » 
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Enfin, notre souche d’Aedes aegypti, qui est conservée au 
Service d’Entomologie Médicale de |’Institut Pasteur depuis 1950, 
provient d’Orlando, en Floride. 


CONDUITE DES OPERATIONS. 


Dans toutes les expériences, A l’exception d’une qui fera l’objet 
d’une mention spéciale, les moustiques a infecter ont été placés, 
a jeun, sur une partie du corps d’un lapin myxomateux qui était 
le siége de lésions cedémateuses ou nodulaires (lésions auricu- 
laires ou, plus souvent, lésions résultant de l’inoculation dorsale 
du virus par scarification et friction du tégument). Le liquide 
ainsi ingéré par les insectes étant incolore, la certitude qu’ils 
s’étaient gorgés n’a pu étre établie aussi facilement, dans certains 
cas, que s’ils avaient aspiré du sang. 

Les lapins neufs ont été ultérieurement présentés a ces mous- 
tiques dans des cages ot les insectes, 4 jeun encore, les piquaient 
en toute liberté. On a constaté que, dans ces conditions, A. maculi- 
pennis atroparvus piquait les lapins aux oreilles dans 68 p. 100 
des cas et sur le nez dans 31 p. 100 des cas; dans cette série 
d’expériences on n’a jamais vu les moustiques se porter sur une 
autre région du corps des lapins neufs. 

Nous avons effectué ainsi cing essais de transmission avec 
A. maculipennis atroparvus, trois avec A. stephensi et un avec 
Aedes aegypti. Leurs résultats ont été rassemblés dans le 
tableau I ; chaque lapin qui a été infecté par le ou les moustiques 
porteurs de virus y est indiqué par une croix (+); le signe 9 
désigne les lapins qui, au contraire, n’ont pas contracté la 
myxomatose a la suite de l’attaque du ou des moustiques. 


INTERPRETATION DES RESULTATS. 


Les constatations faites avec A. maculipennis airoparvus ct 
A. stephensi sont, a notre connaissance, les premiéres qu’on ait 
enregistrées sur les aplitudes de ces insectes; celles qui con- 
cernent atroparvus sont les plus intéressantes parce que portant 
sur un plus grand nombre d’essais. Les indications qui se 
dégagent de l’unique expérience faite avec Aedes aegypti ne seront 
retenues qu’a titre comparatif. 

Les essais pratiqués avec airoparvus ont donné des résultats 
divers dont on peut conclure, croyons-nous, que l’aptitude d’une 
espéce a transmettre la maladie par piqdres est en rapport avec 
la quantité de corpuscules virulents ingérés par les insectes. En 
effet, dans le deuxiéme essai, tous les lapins présentés aux mous- 
tiques ont été infectés de myxomatose, mais ces moustiques 
s’étaient gorgés par deux fois sur des myxomes, a deux jours 
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d’intervalle. Dans le troisiéme essai, au contraire, aucun lapin 
n’a contracté la maladie; or, la les insectes n’avaient disposé, 
pour tout repas infectant, que d’un cedéme léger siégeant a la base 
de VPoreille d’un malade. Dans les premier et quatriéme essais, 
parmi les lapins soumis aux piqdres, certains ont été infectés et 
d’autres ne l’ont pas été; en ces cas les moustiques avaient pris 
un seul repas sur un groupe de myxomes dorsaux séparés les uns 
des autres par des intervalles ot le tégument n’était certainement 


a oe ed 


Fic. 1. — Ce lapin a été piqué sur le nez et les oreilles par 4 atroparvus, La 
lésion nasale s'est formée la premiére et est restée prédominante; sa partie 
centrale apparait ici nécrosée. 


pas riche en virus. Enfin, dans le cinquiéme essai un seul layin 
a été infecté de myxomatose ; mais alors, au lieu de piquer un 
malade, les moustiques s’étaient gorgés sur une lame de coton 
hydrophile imbibée du mélange suivant : sirop de sucre, 100 cm? ; 
sang de lapin, 10 cm*; suspension de myxome contenant 
100 corpuscules virulents au centimétre cube, 10 cm’ ; ce mélange 
contenait done moins de 10 particules virulentes au centimétre 
cube. 

Quoi qu’il en soit, Anopheles maculipennis atroparvus et Ano- 
pheles stephensi se sont montrés aptes a transmettre la myxo- 
matose au lapin, et deux moustiques de la premiére espéce sont 
restés infectants pendant dix-neuf et vingt et un jours respective- 
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ment; a cet égard alroparvus parait se comporter comme Aedes 
aegypl. 

Parmi les lapins qui ont contracté la myxomatose, ceux que 
nous avons désignés par le signe @n’avaient été piqués que par 
un seul moustique, et, qui mieux est, dans le deuxiéme essai, 
c’est le méme moustique, seul survivant de l’expérience, qui a 
infecté les trois derniers lapins de la série (deux lapins neuf jours, 
et un lapin douze jours aprés le repas virulent). Ces constatations 
donnent une idée du pouvoir de propagation que possédent de tels 
insectes. En revanche, dans le cinquiéme essai, le premier lapin 
de la série a été piqué sans résultats par 22 moustiques alors que 
le second, qui a été piqué quatre jours plus tard par 12 mous- 
tiques seulement, a contracté la myxomatose avec, comme lésions 
initiales, de nombreux nodules aux oreilles. 

On admet généralement que le réle des moustiques dans !a 
transmission de la myxomatose est exclusivement mécanique , 
c'est, en particulier, opinion de Fenner, Day et Woodroofe (6). 
‘Les résullats de plusieurs de nos essais conduisent 4 se demander 
si, chez certains moustiques, il n’y a pas multiplication du virus 
dans la trompe ; notamment dans le premier essai dans lequel les 
insectes ont infecté le lapin deux, trois, onze et vingt et un jours 
apres le repas virulent mais non sept, douze et dix-sept jours ; 
de méme l’essai avec Aedes aegypti dans lequel ils ont infecté 
deux, trois, six, neuf, dix-sept et vingt jours mais non treize et 
quinze jours aprés le repas virulent. 

En vérité, pour juger la question il faudrait pouvoir suivre des 
moustiques individuellement ; ceux que nous avons employés 
étaient groupés et indistincts ; nous ne saurions dire si tel lapin, 
qui n’a pas été infecté, avait été piqué par des insectes qui ulté- 
riecurement se sont révélés aptes A contaminer. Et il faudrait réunir 
un nombre d’observations suffisant pour écarter la cause d’erreurs 
tenant 4 Vignorance dans laquelle nous sommes du mécanisme 
intime de la piqdre dans chaque cas. 

Kn définitive, il apparait que le pouvoir de transmission des 
moustiques est commandé par plusieurs facteurs dont lun est 
primordial, la dose de virus ingérée par chaque insecte, au cours 
du ou des repas infectants. Et il n’est pas douteux que lors 
d’épizootie envahissante le cas doit se présenter fréquemment 
de moustiques ayant ha possibilité de se gorger a plusieurs reprises 
sur des lapins malades. 


CARACTERES DE LA MYXOMATOSE ° 
LORSQU ELLE FAIT SUITE A DES PIQURES DE MOUSTIOUES. 


Chez les lapins inoculés de myxomatose par des moustiques, la 
premiere manifestation apparente se présente presque toujours {a 
ott animal a été piqué, sous la forme d’une macule ou d’un petit 
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cedéme qui font rapidement place a une lésion nodulaire ; il arrive 
cependant que la lésion premiére siége aux paupiéres (nodule ou 
infiltration diffuse) alors que le lapin a été piqué sur le nez ou 
Voreille, 

La maladie évolue ensuite sans signes objectifs spéciaux. II 
nous a paru intéressant d’établir les durées moyennes de ses prin- 
cipales phases : incubation, évolution des troubles, durée totale 
du processus. Aux chiffres obtenus pour chaque groupe de lapins 
infectés, nous avons ajouté dans le tableau II ceux donnés 
par les lapins qui n’avaient été piqués que par un seul moustique. 


TaBLeau II. 
a A TS EIT EE TEE OE PE A RASS EE RR SOI TELE IE IT EE NE IH 
DUREES MOYENNES 
MOUSTIQUES INFECTANIS | ) NOMBRE, DE 
apins infectés 
dincubation @éyvolution totale 
A. maculipennis alro-, 

DOLDUS Pinu 15 Peps PA) age Sea 13 j. 
AeSLED/VCTIS) Weiuet eee 5 Bots heute |} Done eis ats 
INS? GAO OO © 5 ere 9 Coe oh Bie Ol be Oak Geh 
Lapins infectés par un 

seul moustique. . . 6 5 U Yo tla in, ele, Wis i 


Pour autant que permettent de conclure ces essais en nombre 
réduit, il ressort de ce tableau que la myxomatose évolue dans de 
plus courts délais Jorsqu’elle a été transmise par A. maculipennis 
atroparvus ou par A. aegypti que lorsqu’elle a été transmise par 
A. stephensi. I] s’en dégage d’autre part qu’une seule piqtre 
infectante produit les mémes effets que plusieurs piqtres ; cette 
constatation confirme les conclusions que nous avons présentées 
ailleurs [7]. 

La myxomatose transmise par piqires de moustiques a été 
mortelle pour tous les lapins 4 une exception prés ; il s’agissait 
d’un animal qui avait été piqué par deux stephensi trois jours 
aprés le repas infectant ; ce lapin a présenté des troubles et des 
lésions caractérisés mais modérés, suivis de guérison ; réinoculé 
ultérieurement, il a parfaitement résisté alors que les deux témoins 
mouraient en treize jours. Cette constatation pourrait étre consi- 
dérée comme témoignant d’un affaiblissement du virus par son 
passage dans l’organisme de l’insecte vecteur; et l’hypothése 
s’accorderait avec, d’une part, la contagiosité apparemment 
moindre de sfephensi (voir tableau I) et, d’autre part, la durée 
plus grande des troubles chez les lapins qu’il pique (voir 
tableau II). Nous penserions plut6t que cet unique survivant 
offrait une certaine résistance naturelle au virus de Sanarelli. 
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Des observations an'érieures nous ont appris que 10 ou 12 p. 1 000 
de nos lapins domestiques possédent une prep plus ou moins 
accusée vis-a-vis de la myxomatose (8) ; r, c'est une centaine 
d’animaux que nous avons employés a ces essais de transmission 
par les moustiques. 

Nous préciserons, pour compléter, que lous les lapins qui étaient 
restés indemnes a la suite des piqdres de moustiques ont été 
ultérieurement inoculés expérimentalement, et que tous ont alors 
contracté une myxomatose mortelle, attes'ant que le contact avec 
les insectes piqueurs n’avait pas modifié leur réceptivité. 


En risumé&. — A. maculipennis atroparvus et A. stephens 
possédent la faculté de transmettre la myxomatose au lapin. 

Nous avons enregistré des cas de transmission par atroparvus 
dix-neuf et vingt et un jours aprés le repas infectant ; 4 cet égard 
les aptitudes de cet insecte sont comparables A celles d’Aedes 
aegypti. 

Une seule piqtre d’atroparvus peut suffire & assurer l’infection 
du lapin et un seul moustique peut contaminer plusieurs lapins 
coup sur coup ou a de faibles intervalles. Il est probable que cet 
anophéle joue un réle important dans la propagation de la myxo- 
matose, mais on ne saurait, bien entendu, le considérer comme !e 
seul vecteur du virus dans la nature. 

En régle générale les insectes piquent les lapins a Voreille 
(68 p. 100 des cas) ou au nez. 

La puissance de transmission des moustiques est en rapport 
direct, avec la quantité de virus qu ils ont absorbée, c’est-a-dire 
avec la richesse en unilés virulentes du liquide ingéré et avec 
Pimportance et le nombre des repas infectants. On concoit ainsi 
que, d’une maniére générale, le réle des moustiques dans les 
conditions naturelles puisse varier selon les cireonstances et que, 
dans une population donnée d’insectes, l’aptitude A transmettre 
la maladie puisse varier d’un individu a l'autre. 

Les résultats de deux de nos expériences nous conduisent a 
émettre VPhypothése d’une multiplication du virus de Sanarelli 
dans le milieu salivaire de la trompe de certains moustiques. 

La maladie qui fait suite & Pinoculation du virus du myxome 
par piqires d’A. maculipennis atroparvus ne présente pas de 
caracléres par licuhers ; elle apparait aprés une incubation 
moyenne de cing jours et évolue ensuite vers la mort en huit 
jours (observations portant sur 15 cas). 
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A PROPOS D'UN CARACTERE DIFFERENTIEL 
DE BACILLUS CEREUS VAR. ALEST/ TOUM. ET VAGO, 
AGENT PATHOGENE DE LA FLACHERIE INFECTIEUSE 
DES VERS A SOIE 


par C. TOUMANOFF (°). 


(Institut Pasteur.) 


En 1870, Pasteur, exposant dans son traité des maladies des 
vers 4 soie ses recherches sur la flacherie, a noté que cette affec- 
tion ne revétait pas toujours la méme forme, et qu’elle ne se 
présentait pas constamment sous le méme aspect. 

Il a constaté entre autres l’existence d’une forme de flacherie 
infectieuse, en nourrissant les vers avec des feuilles de marier 
souillées des poussi¢res des magnaneries oti se rencontrait cette 
affection. 

Les observations de Pasteur ont fait ressortir que cette maladie 
s’accompagnait constamment de la pullulation, dans le corps des 
vers infeciés, d’une bactérie sporogéne, et que les poussiéres qui 
contenaient les spores de ce germe étaient infectantes, méme aprés 
une année de conservation. 

Ces remarquables expériences de Pasteur, qui ont été accueil- 
lies a l’époque avec scepticisme et critique, ont permis de 
présumer que l’agent pathogéne de la flacherie infectieuse des 
vers dans les Cévennes est une bactérie sporogéne [40]. 

Malheureusement Pasteur n’a pas mis ce germe en culture. 

Cette circonstance pourrait étre expliquée par le fait qu’A 
’époque, lorsque Pasteur a effectué son travail, on n’utilisait que 
les milieux de culture liquides, qui ne permettaient pas une 
séparation aisée des bactéries. 

Ce n’est qu’en 1951, qu’une bactérie aérobie sporogéne fut 
isolée des vers alteints de flacherie infectieuse dans la région des 
Cévennes, et décrite par Toumanoff et Vago [43] sous le nom de 
Bacillus cereus var. alesti. Elle fut reconnue responsable de la 
flacherie endémique des Cévennes, dont l’étiologie a été simulta- 
nément étudiée par Vago [24]. . 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% juillet 1954. 
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Il s’agissait la certainement de la méme maladie que Pasteur 
avait éludiée et de Vagent pathogéne qu’il avait observé sans 
Yavoir cultivé. 

L’exactitude de ses observations a été ainsi confirmée quatre- 
vingts ans plus tard. 

D’aprés nos essais avec M. Vago, ce germe se révéle, en effet, 
extrémement virulent pour les vers a soie, lorsqu’il est utilisé en 
culture pure sur gélose ordinaire a pH 7, ou bien lorsqu’il est 
contenu dans les broyats des vers morts de cette affection, dess¢é- 
chés et mélangés a la poussiére, donc dans les conditions mémes 
réalisées par Pasteur. 

La virulence de B. cereus var. alesti, entretenu sur gélose a 
pH 7, n’a pas varié et, aprés plusieurs années, s’est conservée 
intacte en provoquant 100 p. 100 de mortalité parmi les vers en 
expérience. 

Nous n’avons pas observé non plus dans cette souche aprés sa 
longue conservation sur ce milieu au pH mentionné, les modifica- 
tions dans Vaspect des cultures, qui auraient pu étre rapportées 
ai la « dissociation bactérienne » (1). 

Nous avons indiqué avec M. Vago quelques caractéres qui 
différencient cette souche de celle de B. cereus var. solto Ishiwata, 
agent pathogéne de la flacherie au Japon, découvert par Ishiwata 
et dont Veffet sur les vers fut étudié en 1911 par Aoki et 
Chigasaki [2, 3]. Nous ne possédions 4 ]’époque qu’une souche 
de B. sotto devenue avirulente [44, 16]. 


(1) Le D" Steinhaus nous fit cependant connaitre que d’une 
subculture de B. cereus var. alesti, qui lui fut envoyée d’Alés par 
M. Vago, il a pu séparer trois « variantes » de cereus, dont une trés 
pathogéne pour les chenilles de Colias et qu’il crut au début étre 
B. thuringiensis. 

Ces « variantes » nous ont été communiquées par le D' Steinhaus 
pour examen, et nous avons reconnu, dans l’une d’elles, la culture 
pure de B. cereus var. alesti, tant par son effet pathogéne extréme pour 
les vers A soie (M. Vago), que par son action sur la suspension du jaune 
d‘ceuf, en démontrant ainsi la valeur de ce procédé de diagnostic pour 
la distinction de cette souche d’autres cereus entomophytes. 

Les deux autres « variantes » se sont révélées sans effet pathogéne 
cur les vers et n’ont pas produit de pigment dans la suspension du 
jaune d’ceuf. 

Je n’ai pu confirmer, dams aucun cas, au cours de repiquages 
multiples « la dissociation » bactérienne observée par le D® Steinhaus, 
ni avec la souche conservée A Alés, ni avec celle qui fut gardée dans 
mon service A |’Institut Pasteur. 

Rien ne m/’autorise donc a admettre le phénoméne observé dans 
la culture pure de cereus alesti qui lui a été adressée, et il me 
parait bien difficile ainsi d’interpréter les observations qu’il a relatées 
dans sa derniére publication [42]. 
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Ces caractéres ne sont cependant pas suffisants pour porter 
A coup str le diagnostic bactériologique de cette affection. 

Seul le recours a J’infection expérimentale permettrait de 
reconnaitre si le germe trouvé dans les cadavres des vers était 
B. cereus var. alesti, ow un saprophyte occasionnel. 

Différents autres insectes sensibles a V’infection par B. cereus 
var. alesti peuvent étre également envahis post mortem par les 
saprophytes du méme groupe; la distinction de cette souche, en 
milieu de culture, est ainsi pratiquement tres importante. 

Dans un travail antérieur, en étudiant l’effet des divers bacilles 
entomophytes du groupe cereus sur le jaune d’ceuf, nous avons 
indiqué que, parmi les nombreuses souches étudiées et notamment 
Bacillus cereus var. thuringiensis, B. cereus var. sotto, B. cereus 
var. P/3, etc., seul B. cereus var. alesti, agent pathogéne de !a 
flacherie infectieuse des vers A soie, présente la particularité de 
former, sur la gélose ordinaire additionnée de jaune d’ceuf, d’une 
maniére quasi constante, et constamment dans la suspension du 
jaune d’ceuf dans de l’eau physiologique, un pigment, rose au 
début, qui devient ensuite d’une couleur rouge brique violacé [20). 

Nous avons recu récemment, grace a l’obligeance de M. le 
D® Aizawa de la Station Expérimentale de Sériciculture de Tokyo, 
la souche toxigéne de B. cereus var. sotto, dont l’effet sur les vers 
a été récemment éprouvé par le D™ Angus, au Canada [4]. 

Le test effectué par M. Vago a Alés a démontré que cette 
souche se révéle pathogéne pour les chenilles de Bombyx mori L. 
et la comparaison de son effet avec celui de B. cereus var. alesti 
sera relatée ultérieurement. 

Cette souche, comme la souche avirulente de B. cereus var. 
sotto, ne produit pas le pigment caractéristique de B. cereus vay. 
alesti dans la suspension de jaune d’ceuf. 

Parmi de nombreuses souches de B. cereus saprophytes d’ori- 
gine variée, de la collection de l'Institut Pasteur, aucune n’a 
formé. ce pigment. 

Cette constatation nous a incité 4 refaire, 4 plusieurs reprises, 
la culture de B. cereus var. alesti sur gélose ordinaire a lceuf, 
dans l’ceuf entier, et aussi dans les suspensions de jaune d’ceuf 
de Mc. Clung et Toabe [9]. 

I] était intéressant de préciser si l’apparition dans le milieu 
de culture de ce pigment était un caractére exclusif pour ce germe 
pouvant servir 4 sa distinclion d’autres bacilles entomophytes du 
groupe cereus. Nous avons cherché d’autre part a savoir si sa 
production était constante sur les milieux au jaune d’cuf utilisés 
et & reconnaitre ses caractéristiques. 


Sur gélose ordinaire additionnée de jaune d’ceuf (XX A XXV gouttes 
pour 10 cm* de milieu fondu au bain-marie), la production de pigment 
se révélait parfois trés intense, parfois faible et quelquefois nulle. 
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Nous ne saurions, pour le moment, expliquer ces différences, le 
milieu ayant été fait dans des conditions semblables. Il se peut qu’elles 
résultent d’une diversité dans la composition des jaunes et peut-étre 
de Ja nature de leurs caroténoides. 

On sait, en effet, que le pigment du jaune d’cuf désigné autrefois 
sous le nom de lutéine se compose surtout d’un mélange de caroté- 
noides ; xanthophylle et zéaxanthine qui, tout en étant trés proches, 
se distinguent par leur comportement A l’égard de la lumiére polarisée 
et aussi leur solubilité dans divers solvants organiques. Le jaune d’oceuf 
contient également parfois de la cryptoxanthine et des traces de carotene. 

Le pigment formé sur la gélose au jaune d’oouf imprégnait la couche 
superficielle et mince de sa surface en adhérant trés fortement a celle-ci 
de sorte que les suspensions de bacilles faites soit dans l’eau physio- 
logique, soit dans l’eau distillée, n’étaient pas colorées. Cela indique 
qu’il n’est pas soluble dans l’eau et ne reste pas fixé sur les corps 
bacillaires, mais est formé sous l’effet du bacille dans le milieu. 

Pour apporter les premiéres indications sur la nature de ce pigment, 
nous Jl’avons soumis a l’action de certains agents physiques et 
chimiques. 

Nous avons constaté tout d’abord que, tel qu'il est prélevé directe- 
ment de la surface de la gélose, ce pigment, sous l’action de l’acide 
sulfurique, parfois jaunit, puis se décolore progressivement, parfois 
prend la teinte franchement bleue qui caractérise les caroténoides. 

L’alcool absolu et 4 90° le fait virer, quoique faiblement, au jaune. 
L’éther, le tétrachlorure de carbone ainsi que le sulfure de carbone et 
le benzéne n’exercent sur lui aucun effet apparent sans qu’il soit 
parfois préalablement soumis 4 l’action de la chaleur puis de l’alcool. 
Le chauffage fait virer ce pigment au jaune et change ses propriétés. 

En effet, le pigment soumis a |’ébullition puis 4 l’action de l’acide 
sulfurique prend le plus souvent une couleur bleue violacée et par 
endroits méme franchement bleue. 

Cette réaction n’apparait cependant que lorsque la gélose est inten- 
sément colorée, et est moins nette ou inapparente lorsqu’on s’adresse 
i des cultures faiblement colorées. 

Nous avons constaté que la dissolution du pigment dans le benzéne, 
ie tétrachlorure et sulfure de carbone est extrémement faible aprés 
chauffage préalable et l’action de l’alcool. On obtient en effet sa disso- 
lution faible et incompléte dans ces solvants aprés chauffage ou action 
préalable de l’alcool, au bout de deux A trois jours, sous forme d’une 
solution jaundtre. La décoloration et dissolution du pigment ne sont 
cependant jamais totales. 

La solubilité du pigment a toujours été incomplete, et cela aussi 
bien lorsque nous utilisions des cultures jeunes (treize 4 quatorze jours) 
contenant le pigment frais, que celles contenant le pigment formé 
depuis un mois et plus. Le pigment des cultures jeunes a toutefois 
montré une solubilité plus appréciable. 

En ensemencant le bacille directement dans l’oouf, nous avons observé 
la formation de pigment de méme couleur sur la surface du jaune qui 
ne s’observait pas chez d’autres formes de cereus. 

Dans la suspension du jaune d’ouf préparée selon le procédé de 
Mc. Clung et Toabe [9] le pigment se formait invariablement sur la 
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surface du milieu en tube aprés léger blanchiment et durcissement 
de la suspension, ce dernier n’étant parfois que tardif. 

Sur ce milieu le pigment a montré A peu prés les mémes caractéres 
que dans la gélose au jaune d’osuf, tantot présentant, tantét ne présen- 
tant pas le virage au bleu violacé sous l’effet de l’acide sulfurique 
concentré. 

L’inconstance de cette réaction nous fait penser que ce pigment se 
présente parfois dans les milieux sous une forme qui serait a rappro- 
cher des carotinalbumines ou chromoprotéides, ce qui expliquerait 
leur bleuissement aprés le chauffage ou l’action de l’alcool absolu. 

Il n’est pas exclu également que, dans la constitution de ce pigment, 
rentrent également des chromolipoides, dont la présence masquerait 
la réaction et la solubilité des caroténoides. 

De toute maniére, A juger du bleuissement, presque constant, du 
pigment sous l’effet de l’acide sulfurique, les caroténoides rentrent 
dans la composition de ce complexe pigmentaire. 

Il doit, & notre avis, étre considéré comme produit de la modifica- 
tion des matiéres colorantes du jaune d’oeuf (xanthophille, zéaxan- 
thine, etc.) du milieu sous l’effet de la croissance du bacille. 


Il est intéressant de noter au passage, mais ce fait est diffi- 
cilement, explicable, qu’il existe une corrélation entre la virulence 
de ce germe pour les vers a4 soie et son aptitude a former ce 
pigment. 

Nous avons en effet observé que les cultures atténuées perdaient 
leur aptitude 4 former le pigment. 

On pourrait se demander si la formation du pigment rouge 
brique par B. cereus var. alesti n’est pas en rapport avec une 
fraction de la substance toxique libérée par le bacille dans le 
corps de linsecte au moment de l’infection. 

Nous avons montré avec MM. Vago et Gladiline [24] qu’une 
lécithinase extraite de B. cereus var. alesti s'est révélée fortement 
toxique pour les vers A sole par injection, un peu moins per os. 
Elle n’est certainement pas le seul facteur (2) de la toxicité qui, 


(2) Drilhon et Vago [5] ont établi que certains acides aminés 
diminuent et d’autres disparaissent du sang des vers A soie, et cela 
en quelques heures aprés l’ingestion des feuilles contaminées par 
B. cereus var. alesti. Il n’est pas exclu, sans réfuter leur hypothése, 
que ce phénoméne attribué par les auteurs A l’utilisation des acides 
aminés dans le sang par les bacilles en voie de multiplication dans 
Vintestin, Gtant donné sa _ rapidité, soit de nature enzymatique. 
L’existence, enfin, chez les cereus entomophytes des inclusions cristal- 
lines de nature non déterminée mises en évidence par Hannay [6], 
étudiées par Angus [4] et dont la présence a été confirmée par 
Steinhaus [42], est également en corrélation avec l’effet pathogéne de 
B. cereus sur les insectes. Nous avons pu déceler chez la plupart des 
cereus entomophytes, ces inclusions, et nos observations A ce sujet 
seront relatées ultérieurement. Nous indiquerons seulement, au passage, 
que dans les cultures Agées de 40 jours de B. cereus var. alesti presque 
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dans le cas des B. cereus pathogénes pour les insectes et plus 
spécialement de B. cereus var. alesti et var. sotto, est due peut- 
étre 4 la présence de plusieurs fractions toxiques pour les insectes 
et ayant des activités biochimiques et biologiques différentes, 
comme c’est le cas pour Clostridium welchii comportant plusieurs 
antigénes, certains étant de nature enzymatique. On sait aussi 
que ce germe, tout en étant un anaérobie strict, a des propriétés 
communes avec B. cereus et produit une lécithinase qui s’appa- 
rente immunologiquement avec celle de certains cereus [7]. 


En résumé, il apparait que la formation du pigment rouge 
brique qui dérive certainement des caroténoides modifiés, et est 
condensé 4 la surface du jaune d’ceuf en suspension dans de |’eau 
physiologique, est Vapanage de B. cereus var. alesti parmi de 
nombreux bacilles entomophytes ou saprophytes du groupe cereus 
que nous avons soumis a cette épreuve. 

La production constante de ce pigment, dont la nature chimique 
exacte gagnerait a étre connue, présente une grande importance 
pour différencier ce bacille, responsable de la flacherie étudiée par 
Pasteur, d’autres bacilles qui peuvent se rencontrer dans les 
cadavres des vers a sole. 

Elle constitue aussi un test de controle utile dans les essais 
d’infection des divers insectes dont certains sont également sen- 
sibles a ce germe [22, 23}. 

Elle démontre enfin que Bacillus cereus var. alesti est une 
variété bactérienne spéciale au sein des cereus pathogénes pour 
les insectes qui s’apparente le plus quant a son action pathogéne 
pour les vers a soie 4 B. cereus var. solto. Tout en présentant 
certaines affinités avec d’autres souches entomophytes et, en 
particulier, avec B. cereus var. thuringiensis, elle ne saurait étre 


> 


assimilée a aucune de ces formes. 


entiérement sporulées, ces inclusions ont été innombrables et que ce 
microorganisme ne différait donc pas de ce point de vue de B. cereus 
var. thuringiensis, B. cereus P/3 et B. sotto pathogéne pour les vers 
a soie, également richement pourvu de ces inclusions. 

Cependant certaines de nos souches de cereus entomophytes qui 
furent virulentes pour les larves de Lépidoptéres en 1950 sont actuel- 
lement dépourvues d’inclusions cristallines. La vérification de leur 
effet sera effectuée aussit6t que possible, afin de reconnaitre si la 
corrélation entre la présence des inclusions cristallines et leur effet 
pathogéne est un fait constant. 

Quoi qu’il en soit, on ne devrait pas, 4 notre avis, tout au moins 
pour le moment, accorder un réle exclusif 4 un facteur donné dans 
l’effet pathogéne des cereus sur les insectes, d’autant plus que le méme 
germe peut provoquer chez différents insectes des manifestations 
morbides différentes [22] et parfois, virulent pour les uns, étre 
avirulent pour les autres. 
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LES LYSOTYPIES AUXILIAIRES DE SALMONELLA TYPHI 


I. — SUBDIVISION DU TYPE A ET DU GROUPE I+ IV 
PAR UNE NOUVELLE SERIE DE PHAGES 


par Pierre NICOLLE, Marnie PAVLATOU et Gistte DIVERNEAU (°). 


(Institut Pasteur. Service des Bactériophages.) 


PREMIERE PARTIE 
Nécessité de la subdivision de certains lysotypes de S. typhi. 


1° EMPLOI DES BACTIE:RIOPHAGES POUR CARACTERISER DES TYPES 
DANS UNE ESPECE BACTERIENNE (LYSOTYPIE). 


On sait qu’il est possible, dans certains cas, de distinguer 
des « types » en dedans d’une espéce bactérienne par les diffé- 
rences de sensibilité que présentent entre eux des échantillons de 
cette espéce lorsqu’on les éprouve au moyen d’une série de 
bactériophages convenablement choisis. 

La détermination des types par les bactériophages ou lyso- 
typie (1), n’offre pas seulement un intérét doctrinal en révélant 
des différences de caractéres parmi des cultures souvent biochi- 
miquement et sérologiquement identiques ; elle aide les épidé- 
miologistes 4 établir une filiation entre des cas ou des foyers 
voisins, ou bien elle leur permet, au contraire, d’écarter tout 
soupcon d’une relation épidémique entre eux. Dans lune ou 
l'autre alternative, elle permet d’orienter les enquétes vers la 
source réelle de la contagion. Elle contribue — et pourrait contri- 
buer davantage si l’on s’adressait plus souvent a elle — a la lutte 
contre plusieurs maladies infectieuses. 


2° LA LYSOTYPIE DU BACILLE TYPHIQUE. 


L’exemple le plus frappant que nous puissions citer a cet 
égard est celui de la lysotypie du bacille typhique par la méthode 
standardisée de Craigie et [elix, 1947 [42]. 

(*) Manuscrit recu le 5 aott 1954. 

(1) La lysotypie est désignée dans la littérature de langue anglaise 
par l’expression de « phage typing ». 
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Peu de temps apres la découverte de l’antigéne Vi par Felix et Pitt, 
1934 [46], plusieurs auteurs ont isolé des bactériophages doués d’acti- 
vité exclusivement sur les bacilles typhiques possédant cet antigéne 
(Craigie et Brandon, 1936 [9]; Scholtens, 1936 [39] ; Sertic et Boul- 
gakov, 1936 [40]). 

Ce fait, tres important en raison des développements qu'il devait 
permettre par la suite, était un nouvel exemple, particuli¢rement 
démonstratif, de l’affinité spécifique qui lie certains bactériophages 
a des antigénes présents A la surface des bactéries qui leur sont sen- 
sibles (Hadley, 1925-1926 [24] ; Burnet, 1927, 1929, 1930, 1934, [4, 5, 
Ts {Sie 

Craigie et Yen, 1938 [40], ont constaté qu’un de leurs phages Vi, 
le phage Vi II, était doué d’un pouvoir remarquable d’adaptation : en 
le régénérant A plusieurs reprises sur une méme souche de bacille 
typhique, il acquérait une puissance lytique élevée pour cette souche 
et pour quelques souches analogues, tandis qu’il restait faiblement 
actif sur les autres. En adaptant ainsi le phage Vi IJ 4 un grand 
nombre de souches, les auteurs en question ont obtenu plusieurs 
« préparations bactériophagiques », dont chacune 6était indicatrice 
@’une variété de bacille typhique [43]. Primitivement limitées a 18, 
ces variétés bactériophagiques Vi, ou encore ces « lysotypes Vi » de 
S, typhi sont maintenant au nombre de 33. Ce sont les lysotypes A, 
B,, B,, B,, G, D,, D,, D,, D, Dd, E, E,, F,, F,, G, H, J, K, L,, L,, 
M, N, O, T, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 et 33, auxquels il faut ajouter 
un groupe, le groupe I+ IV, qui comprend les cultures Vi non 
caractérisables par les préparations bactériophagiques dérivées du 
phage Vi II, mais sensibles aux phages Vi I et IV (2). 


3° UTILITE DE LA LYSOTYPIE EN EPIDEMIOLOGIE. 


Les lysotypes Vi de S. typhi, malgré quelques rares exceptions, 
sont suffisamment stables in vivo et in vitro pour avoir une 
grande valeur en épidémiologie : tous les bacilles fournis par un 
méme malade au cours de sa maladie et de sa convalescence, ou 
par un méme porteur de germes pendant la durée de son por- 
tage, tous les bacilles isolés dans un méme foyer — qu’il s’agisse 
de quelques cas familiaux ou bien d’épidémies comptant plusieurs 
centaines de cas — appartiennent obligatoirement au méme lyso- 
type Vi. 

La méthode de lysotypie standardisée de Craigie et Felix peut 
done apporter une aide précieuse 4 l’étude des foyers de fidévre 
typhoide et, de fait, elle est pratiquée de nos jours dans presque 
tous les grands pays : le rapport du D™ A. Felix devant le Comité 
International de Microbiologie, Rome, septembre 1953 (20), men- 


(2) Plusieurs autres types, proposés par J. M. Desranleau [45], sont 
actuellement étudiés par le Comité International de la lysotypie des 
hacilles entériques. Ce sont les types Cys): By et Ey Le type C, serait 
identique au type 33. 
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tionne l’existence de plus de 50 centres de lysotypie répartis 
entre 28 nations. 

En dehors de son utilité comme complément aux enquétes 
régionales, la lysotypie du bacille typhique nous parait appelée 
a jouer un role décisif, sur le plan mondial, dans l’étude A 
peine esquissée de |’évolution, des déplacements et des imbri- 


cations des grands mouvements endémo-épidémiques de fiévre 
typhoide [36, 30, 34]. 


4° LS CONDITIONS REGIONALES D’EFFICACITE DE LA LYSOTYPIE. 


Mais pour que la lysotypie du bacille typhique puisse étre 
pleinement efficace, trois conditions sont requises : en premier 
lieu, les lysotypes présents dans la région doivent étre assez 
nombreux. Il est facile de comprendre que la méthode serait 
dépourvue d’utilité s’i] ne se trouvait, dans le pays considéré, 
qu'un seul lysotype ou méme deux. 

I] faut ensuite que la distribution des lysotypes soit suffisam- 
ment « étalée ». Méme si plusieurs lysotypes coexistent, la pré- 
dominance excessive de l’un d’entre eux, ou d’un petit nombre, 
dterait a l’épreuve la plus grande part de sa signification. 

Il faut enfin que le nombre des cultures non caractérisables 
(cultures Vi dégradées, trop sensibles aux phages non spécifiques 
pour que les réactions avec les phages spécifiques de leur type 
puissent étre interprétées avec certilude) soit minime. 

Ces circonstances idéales se rencontrent assez rarement; le 
plus souvent, les conditions sont moyennes ou médiocres ; par- 
fois, elles sont franchement mauvaises. Quelques exemples vont 
concrétiser les différentes éventualités que nous venons d’envi- 
sager. 


5° EXEMPLES VARIES DE DISTRIBUTION DES LYSOTYPES. 


Dans le tableau I, on trouvera pour chacune des cing régions 
considérées (Madagascar, Afrique Noire, France, Afrique du 
Nord et Vietnam) le nombre des cas de fiévre typhoide étudiés 
de 1948 a 1952 inclus, le pourcentage de fréquence des deux 
types les plus communs et le pourcentage des cultures non carac- 
térisables. Enfin, pour permettre de comparer « |’étalement » de 
la distribution des lysotypes, nous indiquerons combien 1] faut 
en réunir pour que la somme de leurs pourcentages atteigne une 
valeur arbitrairement fixée a 80 p. 100 des cas étudiés dans la 
région, 

D’aprés ce tableau, on voit qu’a Madagascar sur les 80 cullures 
provenant de Tananarive, plus de 88 p. 100 n’appartenaient qu’a 
deux seuls types, le type A et le type E,. En Afrique Noire, pour 
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Tasirand I. 


Pourcen- |Nombre des Conclusion: 
quents et leurs pourcen- | tages de types dont les|degré d’effica- 
tages respectifs cultures pourcentages cité de la lyso- 

non carac-|additionnés typie dans la 

région 


trés faible 
faible 


moyenne 


assez bonne 


bonne 


(d’apres Nicolle, Hamon et Edlinger, 1953 [29). 
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Diagramme 3 


Diagrammes 1, 2 et 3. 


Distribution des lysotypes Vi de Salmonella typhi, & Madagascar, en France et 
; au Vietnam (pourcentages de fréquence). 
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412 cultures, deux types également sont fortement prépondérants : 
le type E, et le type A, dont les pourcentages additionnés dépas- 
sent 82 p. 100. Dans ces deux régions, le degré d’efficacité de 
la lysotypie sera donc assez faible. 

En France, sur 666 cultures, 14 types ont été identifiés. Les 
deux types dominants sont le type C et le type E,, totalisant un 
peu plus de 50 p. 100 des cultures. [Les 12 autres types se par- 
tagent Vautre moitié des cultures. L’efficacité de la lysotypie 
en épidémiologie peut étre considérée comme moyenne. 

En Afrique du Nord, 20 types ont été identifiés. Le type E, et 
le type A forment 4 eux deux a peu prés la moitié des 792 cultures 
étudiées. On peut admettre que ld également l’efficacité de !a 
méthode sera assez bonne. 

Au Vietnam, les deux types principaux M et A ne totalisent 
que 29 p. 100 des 324 cultures. Malgré un pourcentage relati- 
vement élevé des cultures non caractérisables, la méthode pour- 
rait étre d’un grand intérét en épidémiologie (18 lysotypes). 

Les diagrammes 1, 2 et 3 permettront au lecteur de saisir 
encore plus aisément les différences dans la distribution des lyso- 
lypes de S. typht & Madagascar, en France et au Vietnam, et 
la situation ainsi eréée pour la lysotypie dans ces trois pays. 


6° SoLUTIONS PROPOSEES 
POUR REMEDIER AUX FAIBLESSES DE LA LYSOTYPIE. 


Il y a done des pays ot la lysotypie du bacille typhique risque 
de n’avoir qu'une trés faible utilité en épidémiologie. Cette 
éventualité, qui n’est pas rare, est-elle sans reméde ? Nous ne !e 
pensons pas. 

Dans un mémoire récent (Pavlatou et Nicolle, 1953 [37]), nous 
avons moniré quelle améloration certaine, mais limitée, pouvait 
étre obtenue en complétant la lysotypie de S. typhi par la déter- 
mination des types biochimiques de Kristensen. 

Nous avons pensé d’autre part qu’il serait possible et utile 
de subdiviser certains lysotypes Vi de S. typhi parmi les plus 
fréquents au moyen d’une nouvelle série de bactériophages [82]. 
Le présent travail rapporte les résultats de nos recherches en 
vue d’établir précisément des « lysotypies auxiliaires » du 
bacille typhique. 

DEUXIEME PARTIE 


Essais de subdivision du lysotype A 
et du groupe I+IV de S. typhi. 


1° MATERIEL ET TECHNIQUES. 


CULTURES DE « S. TyPHT ». — Nous avons utilisé pour nos expériences 
des cultures Vi positives de S. typhi choisies parmi les 3 500 qui avaient 
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été recues et identifiées par le Centre Francais de lysotypie des bacilles 
entériques (Service des Bactériophages de 1’Institut Pasteur) entre le 
1 juillet 1952 et le 31 décembre 1953. Ces cultures nous avaient été 
envoyées par de nombreux laboratoires privés et publics, militaires 
et civils, de diverses régions de la France métropolitaine, des terri- 
toires d’Outre-Mer de l'Union Francaise et d’un certain nombre de 
pays étrangers. En outre, 4 notre demande, plusieurs de nos collégues 
des autres centres de lysotypie ont bien voulu nous adresser des 
cultures du type A, souvent groupées par foyers épidémiques. 


Au total, nos recherches ont porté sur plus de 600 cultures pour 
la subdivision du type A et sur prés de 200 cultures pour celle du 
groupe I + IV. 

De nombreuses cultures des types C, D, et E, ont également fait 
Vobjet de tentatives de subdivision qui n’ont pas abouti jusqu’a 
présent. 


BacrériopHAces. — Pour ce travail, nous avons utilisé environ 
150 bactériophages d’origine diverse : 13 d’entre eux avaient été isolés 
de filtrats de selles de nourrissons atteints ou convalescents de gastro- 
entérite infantile. Ces selles avaient été envoyées au laboratoire pour 
la mise au point d’une méthode de lysotypie des Escherichia coli des 
gastro-entériltes infantiles, 96 phages avaient été extraits de souches 
lysogénes de S. typhi. Les autres provenaient de la collection du Ser- 
vice des Bactériophages de l'Institut Pasteur. Tous ces phages ont été 
purifiés trois fois 4 partir d’une plage isolée et peuvent étre consi- 
dérés comme des phages de lignée pure. Par la suite, ils ont été 
régénérés sur des souches variées, mais chacun toujours sur la méme. 
Certains d’entre eux étaient des phages Vi dérivés des phages Vi de 
Craigie, mais la plupart étaient des phages non Vi. 

Sauf cas exceptionnels, nous n’avons pas cherché 4 adapter un méme 
phage & diverses cultures. 

Aprés une longue période de tatonnement, nous nous sommes rendu 
compte que de nombreux phages faisaient double emploi ou _ bien 
étaient inutiles ou inconstants dans leur action. Finalement, nous 
n’avons gardé que 7 phages pour la subdivision du type A et 10 phages 
pour celle du groupe I + IV. 


PHAGES EMPLOYES POUR LA LYSOTYPIE AUXILIAIRE DU TYPE A. — Les 
caracléres des 7 phages employés pour la lysotypie auxiliaire du type A 
ont fait objet d’une étude qui a été publiée ailleurs (Pavlatou et 
Slizewicz, 1954 [38]). Nous nous contenterons de les résumer dans 
les tableaux II et II. 

L’examen de ces tableaux permet de voir que ces 7 phages peuvent 
étre répartis en 4 groupes par leurs caractéres morphologiques 
(dimensions des corpuscules), sérologiques (neutralisation croisée par 
les sérums antiphages) et lytiques (résistance croisée des cultures 
secondaires). 

Groupe 1: Phage 4 

Groupe 2: Phages 2 et 4 
Groupe 3: Phages 3, 5 et 7 
Groupe 4: Phage 6 
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Tasieau Il. — Origine des phages de la lysotypie auxiliaire dutype A. 


Origine des phages | Phages obtenus 4 partir du Souches révélatrices 
filtrat d’une culture mixte 


Belles de nourrissons 52.1622 


ulture lysogéne A 52.1301 52.1340 
ulture lysogéne A See 1626 52.1626 


sSelles de nourrissons 52.2319 


ulture lysogéne Type A 
selles de nourrissons 52.1632 


ulture lysogéne 52.1623 


Tasieau III. — Phages de la lysotypie auxiliaire du type A. 
U. C. = Ultracentrifugation ; U. F. = Ultrafiltration; Partiellt = Partiellement. 


Parente Résistance 
Origine des|_terminées pa sérologique| croisée des Titres d? 


phages dimension] aspect avec * cultures se- | utilisation 
U.F. en mn les phages condaires avec| des phages 
en m en m 


selles de voilées 
nourrissons 


culture nettes 
lysogéne 


culture nettes 
lysogéne 


selles de nettes | 
nourrissons 


culture a nettes 
lysogéne 


selles de | col.seq 
nourrissons 


culture x nettes 
lysogéne 


Souches 
révélatrices 
Phages Phages Vi Phages obtemus 4 partir du 
de filtrat d’un mélange 
Craigie 


Type A 52.920 52.922 


Type A 5221301 52.1340 
Type A 52.920 52.1042 
52.2232 52.1375 52.2353 
Type A 53.62 52.1375 
Type A 52.1301 : 52,893 
phage Vi I 52.1177 
phage Vi IV 52.1177 
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PHAGES EMPLOYZS POUR LA LYSOTYPIE AUXILIAIRE DU GROUPE I + IV. — 
L’origine des 10 phages employés pour la subdivision du groupe I + IV 
et quelques-uns de leurs caractéres figurent dans le tableau IV. 


CONSERVATION ET STABILITE, DES PHAGES. — Tous les phages ont été 
préparés en bouillon de digestion trypsique. Ils sont conservés au 
réfrigérateur (+ 4° C) en tubes scellés, & l’abri de la lumiére. Pour 
l'emploi, ils sont mis en flacons compte-gouttes également maintenus 
au réfrigérateur. Dans ces conditions, ces phages se sont montrés trés 
stables. Leur durée de conservation au titre efficace est supérieure 
A une année. Des controles avec les cultures types sont pratiqués pério- 
diquement, comme pour les phages de la lysotypie classique. 


TECHNIQUE DES LYSOTYPIES AUXILIAIRES. — La technique utilisée est 
en tous points semblable a4 celle que nous employons couramment 
pour la lysotypie du bacille typhique et du bacille paratyphique B : 
au dos de boites de gélose nutritive (peptone Vaillant 5 B, 2 g ; gélose, 
1,5 ¢ ; NaCl, 0,5 g; eau, 100 cm® ; pH entre 7,2 et 7,4), on trace avec 
l’encre X marquer le verre (formule communiquée par J. M. Des- 
ranleau) un quadrillage de 8 ou 12 carrés suivant les cas. IV gouttes 
d’une culture de vingt-quatre heures, en bouillon, d’une souche de 
bacille typhique sont déposées & la surface de la gélose, puis étalées 
au moyen d’un étaleur de verre préalablement flambé. Lorsque tout le 
liquide a été absorbé par le milieu et que d’autres boites de gélose 
ont &té & leur tour ensemencées avec les différentes souches a étudier, 
on dépose I goutte du phage 1 dans le carré n° 1 de chaque boite, 
puis I goutte du phage 2 dans le carré n° 2 et ainsi de suite. Il est 
commode de pratiquer la distribution des phages au moyen de flacons 
compte-gouttes, dans lesquels du reste les phages se conservent par- 
faitement bien au réfrigérateur. Une des tubulures du _ flacon est 
armée d’une aiguille & injections hypodermiques munie de son 
mandrin. On ajuste a l’autre tubulure, bouchée au coton, un cylindre 
de caoutchouc faisant office de tétine ouverte. L’ouverture libre de ce 
cylindre sera obturée au moment voulu par l’index de la main droite. 
Avant Vemploi, le mandrin est été, Vaiguille est flambée rapidement. 
Aprés J’emploi, le mandrin est remis en place et l’aiguille est 
’ nouveau flambée. 

Dans ces conditions, en dépit des critiques qui ont été formulées 
contre nolre technique, nous n’avons jamais observé de contamination 
des phages par d’autres phages ni par des bacilles typhiques. Trés 
exceptionnellement, il arrive qu’un champignon se développe a la 
longue. Mais le volume total du phage est généralement épuisé avant 
que la culture du champignon soit parvenue a diminuer l’activité 
du phage. 

Apres Vabsorption compléte des gouttes par la gélose, les boites sont 
placées, retournées, a l’étuve d 37°C. La lecture est faite aprés dix- 
huit heures. 

90 


2° RESULTATS EXPERIMENTAUX. 

a) LA LYSOTYPIE AUXILIATRE DU TYPE A DE « S. typHT ». — Pour 
ces recherches, nous avons cu a notre disposition plus de 
600 cultures du type A de provenances trés variées. 
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Au cours d’une premiére étape, dans nos essais de subdivision 
de ce type, nous avons fait agir des bactériophages isolés de 
selles de nourrissons sur un grand nombre de cultures. ‘Les pre- 
miers résultats nous ont montré nettement qu il apparaissait entre 
les échantillons bactériens éprouvés d’importantes différences de 
sensibilité a ces phages : 

Nous avons obtenu ainsi quatre différentes « images de réac- 
lions aux bactériophages ». 

Ces résultats nous ont conduits a penser que les différences 
observées étaient peut-étre dues, comme plusieurs auteurs (voir 
le paragraphe Discussion) ont vu, a des états lysogénes variés 
parmi les cultures du type A. Nous avons été amenés ainsi 
a isoler de quelques cultures de ce type un certain nombre de 
phages de lysogénéité. Aprés leur purification, nous les avons 
essayés, dans de nouvelles séries d’expériences, concurremment 
avec les phages des filtrats de selles. 

Il est apparu 4 ce moment que plusieurs phages étaient inutiles, 
soit quils se montrassent dénués d’action sur toutes les 
cultures, ou inconstants dans leurs effets, soit encore quils 
fissent double emploi avec d’autres phages. En ne conservant 
que ceux d’entre eux qui paraissaient strictement nécessaires, 11 
nen est resté que 7. 

Quatre cultures de Madagascar étaient sensibles 4 6 phages. 
Quatre cultures du Cameroun étaient sensibles 4 5 phages. Trois 
cultures d’Algérie étaient également sensibles 4 5 phages, mais 
non aux mémes. Quatre cultures de Saigon étaient sensibles 
4’ une troisiéme combinaison de 5 phages. Trois cultures du 
Congo Belge et une culture d’Iran étaient sensibles 4 4 phages. 
Deux cultures, l’une de France, l’autre de Gréce, étaient sen- 
sibles A 4 phages encore, mais non entiérement les mémes. Trois 
cultures du Venezuela étaient sensibles 4 3 phages. Trois 
cultures du Congo Belge étaient sensibles a 2 phages. Enfin deux 
cultures, l’une ile France, Vau'tre d’Afrique du Sud étaient sen- 
sibles également 4 2 phages mais non les mémes. 

De ces faits, deux conclusions peuvent étre tirées : 

1° Le nombre des images de réactions, qui était de 4 lors de 
notre premiére tentative de subdivision, est passé a 9. Ceci 
confirme la possibilité d’une subdivision du type A par une série 
de bactériophages. 

2° Les cultures d’une méme_ origine géographique, dans la 
presque totalité des cas, présentent les mémes « images de réac- 
tions ». 

Cette analogie, qui semble par conséquent liée a la provenance, 
est un argument important pour la valeur épidémiologique des 
sous-types. Nous avons alors cherché 4 modifier l’ordre des phages 
et celui des sous-types, de mani¢re a établir un schéma par sensi- 
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pilités décroissantes, analogue a ceux qui ont été établis pour 
diverses lysotypies (tableau V). 

Les phages 1, 4 et 6 ont été isolés de selles de nourrissons. 
Tous les autres phages ont été extraits de cultures lysogénes de 
S. typhi (voir tableau Ii). 

Nous avons ainsi obtenu 5 sous-types pour chacun desquels 
existe un « phage indicateur du sous-type ». De plus, le premier 
sous-type peut ¢tre divisé en deux variétés (Coquilhatville et 
Montréal) par les différences de réactions des cultures aux autres 
phages, et le deuxiéme sous-type en quatre variétés (Tananarive, 
Douala, Chamblee et Welshpool). 


Tasteau V. — Schéma de la lysotypie auxiliaire du type A de S. typhi. 


Bactériophages 
Sous-types et variétés 1 e 


1/1000 | 1/10 


Coquilhatville 
Mw! var ..montreal 
Tanansrive 
c var.Douala ? 
var.Chanblee 
i” var, Welshpool 
Oswestry 
Maracaibo 
Leopoldville 


LC = Lyse confluente; < L C = Lyse presque confluente ; + — Réaction 
lytique facultative; — — Pas de réaction lytique. 


Notons en passant que ce schéma présente plus d’analogie avec 
celui de Felix et Callow pour la lysotypie de S. paratyphi B 
qu’avec celui de Craigie et Felix pour la lysotypie de S. typhi. 
En effet, & part le phage 1 qui est spécifique du premier sous- 
type, les autres phages peuvent agir sur plusieurs sous-types. 
Ils ne sont done pas, 4 proprement parler « spécifiques » d’un 
sous-type. Le diagnostic doit se faire par ensemble des réac- 
lions produites par le phage indicateur du sous-type et par les 
autres phages. 

Les variétés se distinguent des sous-types par leur sensibilité 
commune au méme phage indicateur du sous-type et par leurs 
sensibilités variées aux autres phages. Ainsi la variété Tanana- 
rive est sensible au phage 2 (phage indicateur du sous-lype) et 
aux phages 3, 4, 5, 6 et 7, tandis que les variétés Chamblee, 
Welshpool et Douala s’en distinguent, parce qu’elles résistent 
soit 4 l'un, soit a autre des phages 3, 6 et 7. 
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Nous avons nommé les sous-lypes et les variétés selon une 
régle adoptée par Felix et Callow [48] pour la désignation des 
lysotypes de S. paralyphi B, d’aprés le lieu d’origine de la pre- 
miére culture qui a donné Vimage des réactions caractérisables 
du sous-type ou de la variété : Coquilhatville, Montréal, Tana- 
narive, Douala, Chamblee, Welshpool, Oswestry, Maracaibo et 
Léopoldville. Cette liste est bien entendu provisoire. Seule une 
longue expérience nous permettra de nous rendre compte s’il 
n’existe pas d’autres sous-types et d’autres variétés et si les 
sous-types et variétés énumérés ci-dessus sont tous justifiés. 


b) Sugppivision pu Groupe I + IV. — Depuis 1948, un certain 
nombre de cultures Vi positives de S. typhi n’avaient pu étre 
caractérisées par la méthode de Craigie et Felix en raison de leur 
insensibilité a tous les phages dérivés du phage Vi II. Elles 
étaient sensibles aux phages Vi I et IV. Cette catégorie de 
cultures a été désignée par quelques auteurs du nom de 
groupe I1+I1V. Ce groupe possede en épidémiologie le méme 
intérét qu’un type. Quelques-unes de ces cultures se sont mon- 
trées sensibles 4 l’un ou l'autre des nouveaux phages Vi adaptés 
lorsque ceux-ci furent introduits par le Comité International de 
la Lysotypie des bacilles entériques. D’autres avaient perdu leur 
antigéne Vi. Lorsque nous entreprimes de subdiviser ce groupe, 
il restait au total environ 200 cultures Vi posilives non caracté- 
risables. 

Ces cultures ont été soumises a |’action des 150 phages isolés 
et préparés comme il a été indiqué plus haut. 


Tas.teAu VI. — Lysotypie auxiliaire du groupe I+ IV de S. typhi. 


Sous-groupes Phages extraits ce cultures 
et lysogenes de S.typhi Phages Vi 


variétés 
Nice 
Vietnam 
Danube 
Paris 


Autriche 


Saigon 


Iran 


Dalat 


Le phage la a été p:éparé a partir du phage Vi I de Craigie. — 

Le tape IVa a été pr paré a partir du hage Vi 1V de Craigie. 

Le phage 2 est identique au phage 2 de la lysotvpie auxiliaire du type A. 
Tous les autres phages ont été extraits de cultures lysogenes de S$, typhi. 
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Cette épreuve a fait apparaitre une diversité trés nette dans 
les images de réactions. D’autre part, certaines souches, souvent 
celles qui provenaient d’une méme région, se comportaient de 
facon identique. La subdivision du groupe I + IV était done pos- 
sible. Aprés élimination des phages faisant double emploi, nous 
avons réduit le nombre des phages utiles 4 8. Avec ces 8 phages, 
nous avons pu établir 7 sous-groupes pour chacun desquels il 
y avait un phage indicateur de sous-groupe. De plus, il appa- 
raissait des différences de réactions aux autres phages a linté- 
rieur d’un sous-groupe (sous-groupe 3). Nous avons donc 
élé amenés aA distinguer 2 variétés dans ce troisiéme sous- 
eroupe (tableau VI). 

Actuellement, les 8 sous-groupes et variétés du groupe I + IV 
sont les suivants: Nice, Vietnam, Danube, Paris, Autriche, 
Saigon, Iran et Dalat. Comme pour la subdivision du type A, la 
subdivision du groupe I + IV, telle que nous |’indiquons ici, est 
provisoire. Elle subira certainement des modifications & mesure 
que notre méthode s’améliorera. 


TROISIEME PARTIE 
Discussion. 


1° Les TENTATIVES ANTI:RIEURES DE SUBDIVISION DES LYSOTYPES. 
— Nous avons vu dans la premiére partie que l’efficacité de 
la lysotypie des bacilles typhiques en épidémiologie se trouvait 
sérieusement limitée par Vinsuffisance de la diversité des lyso- 
types dans certaines régions et par la prédominance excessive 
de un ou d’un trés petit nombre d’entre eux. 

Le rapport du Comité International de la Lysotypie des bacilles 
entériques au dernier Congrés de Microbiologie [Rome, sep- 
tembre 1953] (Felix, 1953 [20}) indique que les types A, E,, C, D, 
et le groupe I + IV sont les plus communs dans presque tous les 
pays du monde. I] importe donc, pour mieux tirer parti de la 
méthode, de subdiviser, si cela est possible, ces types fréquents. 

La subdivision peut é¢tre obtenue par plusieurs procédés. Felix 
et Anderson, 1951 [17] s’appuient sur plusieurs critéres pour dis- 
linguer entre eux des bacilles apparlenant au méme lysotype 
(lysotype A). Ils recherchent a cet effet les différences qui peuvent 
exister, entre les cultures provenant de plusieurs foyers, dans 
leur tencur en antigéne Vi, dans leur virulence pour la souris 
dans les dimensions et laspect superficiel (vallonnement) et mar- 
ginal (bourgeonnement) et de leurs colonies sur gélose, dans leurs 
propriétés biochimiques a l’égard du xylose et enfin dans leur 
ee ou leur résistance 4 un bactériophage anti-O. 

autres auteurs itzlki 4 
et Nicolle, 1949 [24] Qe Blas ec aee eee Se ewe ate 
: C ‘ & go, 1952 [2] avaient proposé 
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de combiner la lysotypie avee la méthode biochimique de Kris- 
lensen. Pavlatou et Nicolle, 1953 [87] ont montré que la subdivi- 
sion biochimique des lysotypes pouvait parfois rendre d’appreé- 
ciables services. Certains lysotypes sont en effet biochimiquement 
hétérogénes. Mais dans d’autres cas, l’adjonction de la méthode 
biochimique est dépourvue d’efficacité, car il existe des lysotypes 
qui sont biochimiquement homogénes. De toute fagon, on ne pou- 
vait guére espérer mieux, dans les cas les plus favorables, qu’une 
division binaire des lysotypes, en fractions généralement trés 
inégales. 

On pouvait enfin penser qu’il serait possible d’obtenir, par un 
nouveau jeu de bactériophages Vi ou non Vi, la subdivision 
cherchée. 

En régénérant le phage Vi II sur des cultures Vi positives non 
caractérisables (groupe I+ IV), divers expérimentateurs (Clark, 
Scholtens, Borman, Anderson, Edwards, Felix et Fraser, Des- 
ranleau [20}) ont pu obtenir des phages adaptés qui ont permis 
de créer 9 nouveaux types Vi 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 et 33. 

Desranleau, 1947 [43] et Desranleau et Martin, 1950 [44] ont 
préparé a partir du phage Vi II de Craigie, 1953 [45], les 
phages C, et E, et a partir d’un phage Vi isolé par eux au 
Canada et qui était analogue au phage Vi II de Craigie, le 
phage E,. Ces trois phages sont spécifiques des types nou- 
veaux C,, E, et E,. Le type C, a été par la suite incorporé dans 
le schéma de Craigie et Felix sous le n° 38. 

D’autre part, ayant remarqué que certaines cultures du type A 
présentaient entre elles des différences de sensibilité aux 
phages Vi I, III, V et VI, Desranleau a proposé de diviser ¢e 
lysotype en 3 sous-types A, A phi et A psi, suivant le schéma 
ci-dessous : 


PHAGES Vi 
I III Vv VI 
b NES id aes ty eine Ne, 2 San Went eee LC LC LC LC 
JN SONT Gr Re Ohare OA wae us — LG = LC 
LC — LG — 


Nicolle, Hamon et Edlinger, 1953 [29] ont signalé que les 
cultures du type A imparfait (cultures Vi positives, dégradées 
dans leur résistance aux phages hétérologues) pouvaient ¢tre 
groupées en un certain nombre de variations en tenant compte 
des réactions faibles ou manquantes. Ils ont ainsi pu subdiviser 
ce groupe en 8 calégories. . : | 

Enfin, nous avons vu plus haut que Felix (cité par Marmion 
et Martin, 1946 [25] et Felix et Anderson, 1951 [17]) ont constaté 
en plusieurs occasions que |’épreuve par un phage anti-O pou- 
vait étre utile pour distinguer entre elles des souches Vi positives 
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d'un méme type ou non caractérisables, suspectes de provenir 
de foyers différents. 

A notre tour, nous avons pensé qu’il pouvait étre possible et 
utile de pratiquer, pour les types les plus fréquents, des épreuves 
avec de nouvelles séries de bactériophages. Ce sont les lyso- 
typies auxiliaires (Nicolle, Pavlatou et Diverneau, 1953) [82]. 


2° Les LYSOTYPIES AUXILIAIRES. — Les bactéries lysogénes, 
c’est-a-dire les bactéries qui possédent la propriété effective ou 
seulement potentielle d’élaborer spontanément dans  certaines 
conditions un ou plusieurs bactériophages, sont généralement 
résistantes A leurs propres bactériophages et aux phages appa- 
rentés A ceux-ci (Burnet, 1925 [8], 1926 [6)). 

Or, il a été montré que c’est aux différences dans |’état lysogéne 
(c’est-a-dire dans |’état défini par le nombre et la qualité des 
phages qui sont présents dans les cultures lysogénes) qu’est due, 
en grande partie du moins, la diversité que l’on constate dans les 
réactions des souches d’une méme espéce aux bactériophages de 
la lysotypie. Ceci a été mis en évidence par les travaux de 
Nicolle et Hamon, 1951 [26, 27]; Felix et Callow, 1951 [48]; 
Nicolle, Hamon et Edlinger, 1951 [28]; Hamon et Nicolle, 
1951 [22] pour S. paratyphi B. 

Pour S. typhi, Craigie, 1942 [414] avait signalé, que les diffé- 
rentes souches Vi qui donnaient des schémas anormaux a la lyso- 
typie, devaient cette particularité a la présence d’un phage de 
lysogénéité. Felix et Anderson, 1951 [49] et Anderson, 1951 [4] 
ont montré que le type F,, différent du type F, par sa résistance 
au phage Vi F’,, est porteur d’un phage de lysogénéité f2, qui le 
prémunit contre V’action du phage F,. Jusqu’a maintenant, 12 des 
types bactériophagiques Vi spécifiques de S. typhi ont été trouvés 
producteurs de phages naturels latents (Felix et Anderson, 
1951 [49]; Anderson et Felix, 1953 |4 bis}). Pavlatou (observations 
non publiées) a constaté que cerlaines cultures de S. typhi du 
type A possédaient un phage de lysogénéité qu’on ne trouvait 
pas chez d’autres cultures du méme type. Il y a donc, parmi les 
cultures du type A, une hétérogénéité dans l’état lysogéne. Cette 
hétérogénéité autorise & penser que le type A peut étre divisible 
par un ou plusieurs phages supplémentaires. 

Hamon, 1953 [23] et Nicolle et Hamon, 1953 [83] avaient mis 
a profit Phétérogénéité de létat lysogéne qu’ils avaient constatée 
parmi les cultures du type Beccles de S. paratyphi B, pour sub- 
diviser ce lysotype en 3 sous-types B,, B,, et B, par une lysotypie 
auxiliaire. Puisqu’une semblable hétérogénéité existait aussi 
parmi certains types de S. typhi, on était en droit d’espérer 
quwune subdivision par une nouvelle série de bactériophages était 
possible. 


LES LYSOTYPIES AUXILIAIRES DE SALMONELLA TYPHI 307 


Nos essais ont porté sur les lysotypes les plus fréquents : le 
type A, le type C, le type E, et le groupe I + IV. Pour le type C 
et le type E,, nous n’avons pas pu obtenir jusqu’a présent de 
résultats nets. Il y a lieu de rappeler a ce sujet que ces deux 
lysotypes sont également trés homogénes dans leurs propriétés 
biochimiques. Sur une centaine de cultures du type C, toutes, 
sauf une, donnaient les réactions du biotype I (xylose positives 
et arabinose négatives). La souche exceptionnelle ne faisait fer- 
menter ni l’un ni lautre de ces sucres (biotype II). 

De méme, les cultures du type E, sont en trés grande majorité 
du biotype I (240 sur 254, soit 94,4 p. 100). Quelques-unes sont 
du biotype II (9, soit 3,5 p. 100). Plus rares encore sont celles 
qui donnent les réactions du type II [5, soit 1,9 p. 100} Pavlatou 
et Nicolle, 1953 [87]). 

I] en va tout autrement pour le type A et le groupe I1+1V 
qui ont montré lun et l’autre une grande variété dans leurs réac- 
tions aux phages des lysotypies auxiliaires. Ceci ne saurait nous 
étonner, puisque le type A, nous l’avons dit, est hétérogéene dans 
son état lysogéne. I] est d’autre part également hétérogéne dans 
ses propriétés biochimiques : sur 220 cultures de ce lysotype, 
58,1 p. 100 donnaient les réactions du biotype I; 40,9 p. 100 
celles du biotype II ; 0,45 p. 100 celles du biotype III et 0,9 p. 100 
celles du biotype IV. 

Le groupe 1+ IV montre une hétérogénéité biochimique sen- 
siblement moindre : sur 145 cultures de ce groupe, 70,3 p. 100 
appartenaient au biotype I; 28,9 p. 100 au biotype II et 
0,68 p. 100 au biotype III. 

La lysotypie auxiliaire du type A nous a permis de distinguer 
9 sous-types et variétés parmi plus de 600 cultures étudiées. La 
distribution de ces sous-types et variétés est trés inégale: la 
variété Tananarive est de beaucoup la plus commune, puis 
viennent par ordre de fréquences décroissantes : la variété Douala, 
la variété Chamblee, la variété Coquilhatville, le sous-type 
Oswestry, le sous-type Maracaibo, la variété Montréal, le sous- 
type Léopoldville et la variété Welshpool. 

La lysotypie auxiliaire du groupe I+I1V, sur 200 cultures 
environ de provenances tres variées, a permis de distinguer 
8 sous-groupes et variétés. Par ordre de fréquences décroissantes, 
ce sont: le sous-groupe Nice, le sous-groupe Saigon, le sous- 
groupe Autriche, le sous-groupe Iran, le sous-groupe Vietnam, 
la variété Danube, la variété Paris et le sous-groupe Dalat. 

Dans un mémoire prochain, nous exposerons les arguments en 
faveur de la valeur épidémiologique de ces deux lysotypies auxi- 
liaires que nous ont fourni l’étude de plusieurs foyers et la cons- 
tatation des origines géographiques des cultures. Nous étudierons 
également la concordance de ces subdivisions avec les propriétés 
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biochimiques des germes. Nous discuterons enfin de Vapplica- 
tion pratique de ces lysotypies auxiliaires apres quelques amélio- 
rations. Il nous parait nécessaire toutefois d’insister sur le 
caractére encore trés provisoire des subdivisions du type A et 
du groupe I + IV, telles que nous les avons exposées ci-dessus. 
Il n’est pas douteux que l’application réguliére de notre: méthode 
et son amélioration nous améneront a supprimer certains sous- 
types et a en créer d’autres. Nous avons voulu seulement 
démontrer que des lysotypies auxiliaires du type A et du 
groupe I+ 1V étaient possibles. 


Conclusions et résumé. 


La trop grande fréquence de quelques lysotypes Vi de S. typhi 
limite lintérét épidémiologique de la méthode standardisée de 
Craigie et Felix, dans certains pays. Nous proposons, pour 
remédier 4 cet inconvénient, de subdiviser les lysotypes les plus 
communs au moyen de nouvelles séries de bactériophages. Six 
cents cultures Vi positives du type A ont pu ainsi étre réparties 
en 9 sous-types et variétés et 200 cultures du groupe I+ IV, en 
8 sous-groupes et variétés. 

La valeur épidémiologique de ces subdivisions sera é‘udiée 
dans un mémoire prochain. 
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MODIFICATIONS APPORTEES 
PAR LE SALICYLATE DE SODIUM 
ET DES CORPS DIVERS A LA REACTION 
DE FLOCULATION ANTIGENE-ANTICORPS 


par Avpert DELAUNAY, Otrvien GIRARD, Catnertne pg ROQUEFEUIL 
et Marte-Martse KASPER (°*) 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


Au cours de notre examen systématique de l’action du sali- 
cylate de sodium et de corps divers sur des sérums normaux ou 
des immunsérums [4], nous avons été conduits a étudier les modi- 
fications apportées A la réaction de floculation antigéne-anticorps, 
telle que l’a décrite G. Ramon, lorsque les corps que nous 
venons de citer se trouvent ajoutés au systéme floculant ou encore 
lorsqu’on opére avec des immunsérums qui ont été au préalable 
traités par l'un d’eux. 

Ce sont les résultats que nous avons obtenus alors que nous 
voudrions présenter dans ce travail. Nous croyons quis 
apportent quelques enseignements. 


EXPERIENCES « IN VITRO ». 


PREMIERE SERIE. — |La question que nous avons cherché 
a résoudre en premier lieu était la suivante : Du salicylate de 
soude, ajouté sous forme pulvérulente et en concentration conve- 
nable 4 un mélange toxine-antitoxine diphtérique, est-il capable 
de troubler le déroulement normal d’une réaction de floculation ? 
Kn méme temps et pour compléter ce travail par des données 
comparatives, nous avons essayé de déterminer, sur la méme 
réaction, Vinfluence de deux corps souvent cités avec le salicylate 
— et méme beaucoup plus souvent que lui — quand il est ques- 
lion de dénaturants des protéines de nature chimique, l’urée et 
le chlorhydrate de guanidine. 

Plus précisément encore, ce que nous avons tenté de mesurer 
dans cette premi¢re s¢rie d’expériences, c’est le simple effet de 
contact exercé par les corps ci-dessus nommeés, la réaction de 
floculation, en effet, étant effectuée aussit6t aprés Vaddition de 
ces corps aux sérums et a la toxine correspondante. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1 juillet 1954. 
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Voici comment, sur le plan technique, nous avons opéré ; deux 
sérums antidiphtériques nous servent pour ces expériences, le 
no elOLg et le ne 1300. 

Dans deux séries de tubes ordinaires sont déposées dans un 
premier temps, sous forme pulvérulente, des quantités variables 
de salicylate, d’urée et de chlorhydrate de guanidine. 

Salicylate : tube n° 1, 0,96 g; tube n° 2, 0,15 g; tube n° 3, 
0,096 ¢g 

Urée : tube n° 4, 0,36 g ; tube n° 5, 0,07 g; tube n° 6, 0,036 g. 

Guanidine : tube n° 7, 0,58 g; tube n° 8, 0,11 g; tube n° 9, 
0,058 ¢ 

Done, trois concentrations, la seconde étant cing fois plus faible 


TaBueau I. 
Quantilé du sérum 1019 uli- 
LSC Cee ee, eet re dri ut 0,9 0,8 
Unités de floculation pour 
sérum dilué au 4/4). . 100 410 420 
Délai exigé par la floculatlion pour apparaitre 
tube 1 
(0,96) . . . .|Pas d’opalescence, pas de floculation en 24 heures 
Sérum tube 2 
salicylé (0.45)... | +2h.—17Th.j +2h.—17h.| + 2h. —17h. 
tube 3 
(0,096)... . 4h. 30 
tube 4 
(0,36)... .}4+2h.—17h.|}+2h.—17h.]+2h.—17h. 
Sérum traité ) tube 5 
jp WOE (OOM) 3 s 6 = 1 he 44 4h. 10 ab iss lat 
tube 6 
(O038).e= . Ab. 4 1h. 10 4h. Al 
tube 7 
\ Ls ta! = 
ep traite ae .. + .{+2h.—17h.]+2h.—17h.] +2 h.—17h. 
par la (OAs ae ees hes 1h. 28 
guanidine | tube 9g 
(O02) 6 2 Ge 1h. 45 AAS 


et la troisiéme dix fois plus faible que la premiére. Pour chaque 
corps, concentrations équimoléculaires. 

A la premiére série de tubes, nous avons ajouté 10 cm*® du 
sérum n° 1019 dilué au 1/4 par de Veau physiologique ; a la 
seconde série, 10 cm? du sérum n° 1300 également dilué. Les 
produits chimiques se sont dissous immédiatement sans entrainer 
de modifications de pH. 

Dans une autre série de 9 tubes ordinaires, nous avons placé, 
exactement comme ci-dessus, des quantités variables de salicy- 
late, d’urée et de chlorhydrate de guanidine. A ces produits ont 
été ajoutés 10 cm* d’une toxine diphtérique élalonnée pure 
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de sérum, salicylate, urée et guanidine se sont parfaitement 
dissous. 

Aussitot ces diverses préparations faites, nous avons procédé 
4 une réaction de floculation classique (1), & cette précision prés 
que, dans chaque cas, nous mettions en contact les échantillons 
de sérum et de toxine qui refermaient le méme corps et a la 
méme concentration. 

Cette répartilion étant achevée, les tubes étaient placés dans 
une chambre étuve 4 39° et surveillés. 

Voici, dans les tableaux I et II, nos résultats. 


(1 cm® = 25 unités). En présence de toxine, comme en présence 


TABLEAU II. 


Quantilé du serum 1300 
COUT R Se A ‘ 0,9 0,8 0,76 Oni 
Unilés de floculalion 
(pour sérum dilué au 4/4) 110 120 130 442 
| Pélai exigé par la floculation pour apparait:e 
tube 1 | 
(O96) Opalescence trés légére (+ 2 h. —17 h.) 
Sérum tube 2 
salicylé (0.45) . .}+2h.—17h.J+2h.—17h./+ 2h.— 17h. 
tube 3 
(0,096). .| 4h. 12 1h. 40 4h. 41 
| tube 4 
bot (O536)ieee. OS ste 4 he 
iraite par | ne 4h. th 4h.4 
Vurée ] tabesG : ‘ 
\ (9,036). . 50 m 50 m SAO an 
tube 7 
Sérum (OSS) eee Aha AG) ‘ches 4 h.655 
trailé tube 8 
par la (OR AU) eer 50 m 50 m Easy oan 
guanidine | tube 9 
\ (0,058) 50 m 50 m 50,5 m 


Cette expérience, recommencée deux fois dans des conditions 
identiques, a donné les mémes résultats. 

_La lecture des deux tableaux ci-dessus conduit aux conclu- 
sions suivantes : 

I° Le salicylate de sodium, ajouté & fortes doses a un systeme 
floculant, empéche la floculation de se produire ; a plus faibles 
doses, il la retarde. 

oO > a rate D idine 77 4 3 3 

2° Le chlorhydrate de guanidine, ajouté a fortes doses a un 


(1) Dans chaque tube, 4 cm? de toxine et quantités variables d’anti- 
scrum, Les deux sérums que nous avons utilisés, le 1019 et le 1300 
litraient le premier 400 unités, le second 500 unités. , 
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systéme floculant, retarde la floculation; a plus faibles doses, 
1] parait étre sans effet. 

3° L’urée ne posséde, méme a fortes doses, qu’un léger effet 
inhibiteur. 

Comment expliquer l’action qui vient d’étre notée de ces trois 
produits ? 

Le retard apporté a la floculation tient-il A une certaine altéra- 
tion des protéines-anticorps ? Cela ne parait pas impossible en 
ce qui concerne la guanidine et l’urée puisque ces deux corps, 
nous le rappelons, sont généralement considérés comme des 
dénaturants puissants des substances protéiques. 

La réponse est plus délicate A donner 4 propos du salicylate. 
Ce corps est sans doute, lui aussi, un dénaturant des protéines, 
mais il posséde également, comme corps hydrotrope, la curieuse 
propriété de dissoudre des substances normalement insolubles 
dans l’eau distillée ou dans les solutions physiologiques. Le fait 
que nous ayons obtenu avec lui, dans les expériences rapportées 
ci-dessus, le résultat le plus net, est-il explicable par cette double 
action ? C’est fort possible, le léger précipité ayant tendance 
i apparaitre dans les systemes floculants étant aussit6t redissous 
par la richesse en salicylate de la solution ot il se trouve. 

C’est pour tenter de répondre a cetle question que nous avons 
mis en route la seconde série d’expériences dont nous parlerons 
dans un instant. 

Auparavant, nous voudrions rapporter encore quelques résultats 
obtenus avec l’urée et la guanidine. 

Huit sérums antidiphtériques (les n° 1300, 1807, 13808, 1309, 
1322, 1325, 1347 et 1289) sont dilués au 1/4 avec de l’eau physio- 
logique, puis divisés en trois fractions. On ne touche pas a la 
premiere. A 4 cm* de la seconde, on ajoute 0,14 g d’urée et a 
4 cm’ de la troisiéme 0,283 g de guanidine. Les trois fractions de 
chaque sérum sont ensuite chauffées une heure a 56°. L’heure 
écoulée, la fraction 1 (témoin) et la fraction 2 (traitée par l’urée) 
n’ont subi aucune modification d’aspect. En revanche, la frac- 
tion 3 (traitée par le chlorhydrate de guanidine) est devenue trés 
opalescente. 

Sur toutes ces fractions est alors pratiquée une réaction 
de floculation classique. Voir l’exposé des résultats dans le 
tableau III (la toxine diphtérique utilisée titrait 30 unités par 
cenlimétre cube). 

Les sérums 1 a 8 étaient les sérums simplement chauffés. Les 
sérums 9 a 16 avaient été chauffés en présence de chlorhydrate 
de guanidine. Les sérums 17 4 24 avaient été chauffés en pré- 
sence d’urée. 

On voit, d’aprés le tableau III, que le traitement des sérums 
par l’urée n’a pas eu grand effet : peu de différences entre les 
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Tasieau III. 


Quantité de sérum ajoutée. - 2. = 2 = 1,6 er 0,8 
Unités de floculation pour sérum dilué au 14/4) 15 100 150 
N° des sérums testés: 

4 — 1300 enon ed eio ly Sucr oes Ae ea) 

ORE UIRINWA cette oA | by tyes Oe Oe Sec 2h 2h: 

Si=— 1308 Ue ct oe et we ee ek 4h. 25 

ESE ELEM oy, Patan Gace SOF Gemre Ome ac Pea 4h. 35 

Di ABO Dire erect on Gis) we) eee fe Ache 

O82 a ie ane Poe ee Ge Mle weaee 1h. 36 4h. 35 

ia YW eee at Spee oie ORTOP Guo enc 4h. 

S80 ee een tks Loner 2h. 


9 — 1289 Simple opalescence, pas de floculation au bout de 17 heures d’étuve 
10 — 1347 — = — 


14 — 1325 = as _ 

12 — 1322 = = = 

13 — 1309 = = = 

14 — 1308 = — — 

15 — 1307 a = — 

16 — 1200 = = — 

Ried ORO aE ae Ba Goer neg ee 1h. 30 
RST Ty cea eee ae pa ee TE ce te 1h. 
OP SON ak Tt i, ace. ea 1h. 45 | 1h. 46 
CEST Ce eae at = ae eee 1h. 
SUA ec, he. ac eees: 1h. 38 
Se ee ee er ae ; 4h. 40 

BS SENSO Teme geeranr Ween ox Sie pet ee 1h. 45 | 4h. 47 
Sree A Wiis ki hin cone meet ke eee 1h. 40 


titres des sérums traités par l’urée et chauffés et les titres des 
sérums simplement chauffés. En revanche, action profonde du 
chlorhydrate de guanidine, puisqu’avec les sérums correspon- 
dants il s’est avéré impossible d’obtenir une floculation vraie. 

Or, on admet généralement qu’da concentrations équimolé- 
culaires, la guanidine est un meilleur dénaturant que l’urée. 
Nous pensons done qu’ici, inhibition de la floculation par la 
guanidine traduit une atteinte certaine de la protéine-anticorps. 


* 
x** 


DeuxiimMe siRIE p’ExPERIENcCES. — Les sérums antidiphtériques 
n° 1800, 1307, 1308, 1809, 13822, 1825, 1847 et 1289 sont dilués 
au 1/4 par de l'eau physiologique et répartis en trois fractions. 
La premiére sert de témoin. [La seconde est chauffée une heure 
i 56°. La troisiéme (5 cm) est traitée par 0,25 ¢ de salicylate 
de sodium, puis également chauffée une heure a 56°, Ces deux 
derniéres fractions sont alors soumises 4 une dialyse A la glaciére 
contre de l'eau physiologique. L’opération est arrétée lorsque le 
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test au perchlorure de fer montre qu’il n’y a plus de salicylate 
dans l’eau de dialyse. Tous les sérums — y compris ceux qui, 
représentant la fraction 1, ont été conservés a la glaciére pen- 
dant le temps de dialyse — sont centrifugés. Sur le moment, 
Yaspect de tous les sérums est parfaitement normal mais, les 
jours suivants (les sérums ayant été gardés sur une table au 
laboratoire), se produit une précipilation spontanée et assez 
importante dans tous les sérums qui ont été salicylés et chauffés. 
Pour 4 sérums (n* 1300, 1808, 1322, 1347), le précipité est éli- 
miné par centrifugation. Les 4 liquides clairs surnageants (ainsi 
que les 8 fractions correspondantes) servent a faire une réaction 
de floculation classique en présence de toxine diphtérique. 

Résumons les résultats obtenus. 

a) Iloculation normale pour les sérums dilués au 1/4 et 
conservés en glaciére. 

b) Floculation normale pour les sérums dilués au 1/4, chauffés 
une heure a 56°, puis dialysés pendant huit jours. Les titres 
obtenus sont semblables 4 ceux recueillis en a). 

c) Opalescence trés marquée mais aucune floculation pour les 
sérums n®* 1300, 1308 et 1822 qui ont été salicylés, chauffés et 
dialysés. Temps de floculation sensiblement normal, mais titre 
trés abaissé pour le sérum 1347. Les fractions a et b de ce sérum 
titraient 1380 unités floculantes ; la fraction ¢ ne titre plus que 
60 unités. 


SECONDE EXPERIENCE. — Les 3 sérums antidiphtériques n®* 1308, 
1309, 13831 sont dilués au 1/4 avec de l’eau physiologique, puis 
divisés en deux fractions. La premiére est traitée par le salicylate 
de sodium (0,50 g pour 10 cm* de sérum), chauffée une heure 
4 56°, puis dialysée a la glaciére en présence d’eau_ physiolo- 
gique jusqu’a élimination totale du salicylate. La seconde frac- 
tion est simplement chauffée a 56° pendant une heure, puis elle 
aussi est mise a dialyser. Pour les deux fractions, méme temps 
de dialyse. 

La dialyse terminée, les deux fractions des 3 sérums sont 
recueillies, puis centrifugées (faible dépét dans toutes les prépa- 
rations). ‘Les fractions simplement chauffées ont une teinte nor- 
male. Les fractions salicylées et chauffées sont trés opalescentes. 

Les 6 fractions sont alors utilisées pour faire une réaction de 
floculation typique (sérums dilués au 1/2 en présence d’une 
toxine titrant 30 unités par centimétre cube et elle aussi diluée 


au 1/2): 
Voici le résumé de nos résultats : 
Sérum n° 1808. — Fraction 2 (chauffée) : floculation au bout 


de deux heures trente ; 100 unités de floculation. 
Fraction I (salicylée et chauffée) : pas d’opalescence, pas de 
floculation en dix-sept heures. 
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Sérum n° 1309. — Fraction 2 (chauffée) : floculation au bout 
de deux heures ; 100 unités de floculation. 

Fraction 1 (salicylée et chauffée) : pas d’opalescence, pas de 
floculation en dix-sept heures. 

Sérum n° 13831. — Fraction 2 (chauffée) : floculation en quatre 
heures ; 75 unités de floculation. 

Fraction 1 (salicylée et chauffée) : pas d’opalescence, pas de 
floculation en dix-sept heures. 


TRoistiME EXPERIENCE. — Le sérum antidiphtérique n° 1289 est 
dilué au 1/10 avec de l’eau physiologique, puis divisé en deux 
fractions, chacune de 15 cm’. A la premiére, sont ajoutés 75 cg 
de salicylate ; A la seconde, 42 cg de chlorhydrate de guanidine. 
Les deux fractions sont alors chauffées une heure a 56° en méme 
temps qu'une troisiéme qui sert de témoin (sérum dilué, mais qui 
n’est traité par aucun sel). Aprés le chauffage, les trois fractions 
sont placées en sac de cellophane et laissées 4 dialyser en pré- 
sence d’eau physiologique a la glaciére aussi longtemps que le 
test au perchlorure de fer exécuté avec l'eau du bain ow se trouve 
le sérum qui a été salicylé demeure positif. Quand il devient 
négatif, la dialyse est suspendue; les divers échantillons de 
sérum sont recueillis, centrifugés (trés faible dépdét); avec eux 
enfin, est fait un test de floculation classique en présence de 
toxine diphtérique. 

Résultats. — Fraction 3 (simplement chauffée) : floculation en 
une heure (milieu comprenant 1 cm* de toxine titrant 30 unités et 
0,6 cm® de sérum) ; 50 umtés floculantes. 

Fraction 2 (traitée par la guanidine et chaulfée) : floculation 
en trois heures (milieu comprenant 1 cm*® de toxine titrant 
30 unités et 0,75 cm’ de sérum); 40 unités floculantes. 

Fraction 1 (traitée par le salicylate et chauffée) : pas de flocula- 
tion au bout de dix-huit heures d’étuve. 


QUATRIEME EXPERIENCE. — Les deux sérums_ antidiphtériques 
n° 1019 et n° 1300, qui titrent, le premier 400 unités, le second 
500 unités, sont dilués au 1/4 avec de l’eau physiologique. 

Chacun de ces deux sérums est alors divisé en quatre fractions : 

Fraction 1: 10 em* de sérum + 0,29 ¢ de chl. de guanidine. 

Fraction 2 ; 10 em* de sérum + 0,18 g. durée. 

Fraction 3: 10 cm’ de sérum + 0,48 g de salicylate de sodium. 

Fraction 4: 10 em® de sérum sans sel. 

Ces quatre fractions sont maintenues au bain-marie pendant une 
heure 4 56° puis, placées en sac de cellophane, elles sont mises 
i dialyser 4 la glaciére en présence d’eau physiologique. La dia- 
lyse est interrompue quand l’eau du bain ot se trouve le sérum 
qui a été salicylé donne une réponse négative en présence du per- 
chlorure de fer. 
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Les quatre fractions sont alors recueillies, centrifugées (léger 
culot). Enfin, avec chacune d’elles, est faite une réaction de flocula- 
lion classique en présence d’une toxine diphtérique qui titre 
26 unités par centimétre cube. 

Nos résultats sout reproduits dans le tableau IV. 


Tapirau LV. 


| 

Quantité de sérum ajoutée| 
Unilés de floculation pour 
un serum dilué au 1/4 | 


Sérum n° 1019: 
Témoin. 
Traité par la guanidine Opalescence marquée. Pas de floculation 


au bout de 16 heures (a). 


Traité par Turée .. .| 2h: 


Traité par le salicylate floculation au bout de 16 heures. 


Sérum n° 1300: 
ANDOU oe ot ote ame lays <2 2 he De hind 


Traité par la guanidine Opalescence marquée Pas de floculation 
| au bout de 16 heures (a) 


Traité par lurée .. Dl, oehe 2h.4 
Traité par le salicylate. | Pas de floculation au bout de 16 heures. 


| | 
} i 


(a) La floculation apparaitra un peu plus tard. 


Il nous parait facile de tirer les conclusions de ces quatre expé- 
riences. 

1° L’urée aux doses utilisées par nous n’altére pas le pouvoir 
antitoxique d’un sérum antidiphtérique, méme lorsque son action 
a été renforcée par le chauffage. 

2° Le chlorhydrate de guanidine, utilisé a concentrations équi- 
moléculaires, exerce une action nocive certainement plus marquée 
sur l’anticorps. Cela parait démontré a la fois par le retard 
apporté a la floculation et, lorsque celle-ci se produit, par une 
valeur floculante du sérum plus basse que celle du sérum normal. 

3° Cependant, d’aprés le test in vilro que nous avons utilisé, 1) 
est hors de doule que, des trois corps étudiés, le plus redoutable 
est le salicylate de soude. Il devient impossible, avec le sérum 
qui a été salicylé (0,48 g par 10 cm? de sérum) et chauffé une 
heure a 56° d’obtenir une floculation, méme quand le salicylate 
a été éliminé a peu prés totalement par une dialyse prolongée. 

Ce fait surprendra peut-étre car, ainsi que nous le rappelions 
plus haut, lorsqu’il est question de corps chimiques capables de 
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dénaturer les protéines, on pense moins au salicylate qu’a l’urée 
et a la guanidine ; il ne peut pourtant pas, sur la foi de nos expé- 
riences in vitro, étre discuté. 

D’ailleurs, comme nous allons le montrer maintenant, il est 
pleinement confirmé par ce qu’on trouve in vivo. 


EXPERIENCES « IN VIVO ». 


Essentiellement, ces expériences ont été faites pour déterminer 
le pouvoir antitoxique de sérums antidiphtériques qui avaient au 
préalable été traités par le salicylate de sodium, Vurée ou le 
chlorhydrate de guanidine. 


PREMIERE SiRIE D’EXPERIENCES. — Deux sérums_ antidiphté- 
riques, le n° 1019 et le n° 1800, sont dilués au 1/4 par de l’eau 
physiologique et divisés en quatre fractions qui sont diversement 
traitées. 

Fraction 1 : chauffée une heure a 56° ; 

Fraction 2: salicylée (0,48 g de salicylate + 10 cm* de sérum) 
et chauffée une heure a 56° ; 

Fraction 3: traitée par Vurée (0,18 g d’urée + 10 cm® de 
sérum) et chauffée une heure a 56°. 

Fraction 4 : traitée par Je chlorhydrate de guanidine (0,29 @ de 
chl. + 10 cm* de sérum) et chauffée une heure 4 56°. 

Ces quatre fractions, une fois préles et plus ou moins diluées 
avec de l’eau physiologique, sont mélangées avec la dose L + 
d’une toxine diphtérique. 

Le mélange est soigneusement fait, et, aprés un temps de 
contact in vitro d’une heure, est injecté sous la peau de deux 
cobayes pesant chacun 250 g. 

Les jours suivants, les cobayes sont examinés deux fois par 
jour. Comme on le sait, le titre exact des sérums en question 
est donné par le cobaye qui meurt a la quatre-vingt-seiziéme 
heure. 

En nous fondant sur ces données classiques, nous avons obtenu 
les résultats suivants : 

Sérum 1019 : 


Fraction 1 
Fraction 2 
Fraction 3 
Fraction 4 


(chauffée) : 120 unités. 

(traitée par le salicylate et chauffée) : 40 unités. 
(traitée par Vurée et chauffée) : 110 unités. 
(traitée par la guanidine et chauffée) : 100 unités. 


Sérum 1800 : 


Fraction 1 (chauffée) : 120 unités. 
Fraction 2 (traitée par le salicylate et chauffée) : 50 unités. 
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Fraction 3 (traitée par l’urée et chauffée) : 120 unités. 
Fraction 4 (traitée par la guanidine et chauffée) : 120 unités. 


DEUXIEME SERIE D’ EXPERIENCES. — Nous nous servons de sérums 
qui ont été utilisés dans la premiére série d’expériences (n®* 1019 
et 1300) et nous les traitons de la méme facon. 

Mais, aprés le chauffage au bain-marie, chaque fraction est 
divisée en deux. L’une est injectée telle quelle chez des cobayes 
aprés mélange avec de la toxine diphtérique. 

L’autre fraction, avant l’injection, est soumise a une dialyse 
prolongée contre de l’eau physiologique (jusqu’a élimination 
totale du salicylate). 

Injections chez les cobayes et examens des animaux comme 
ci-dessus. 

REsULTATS. 


Sérums non dialysés. 
Leen: Oko: 
a) Fraction 1 (chauffée) : + 100 unités. 
b) Fraction 2 (traitée par le salicylate et chauffée) : + 60 unités. 


c) Fraction 3 (traitée par Vurée et chauffée) : + 100 unités. 
d) Fraction 4 (traitée par la guanidine et chauffée) : + 80 unités. 


oe IN L300): 
a) Fraction 1: + 125 unités. 
b) Fraction 2: + 60 unités. 
c) Fraction 3: + 110 unités. 
d) Fraction 4: + 110 unités. 


Sérums dialysés. 
LAN HON Oye 
a) Fraction 1: + 100 unités. 
b) Fraction 2: + 60 unilés. 
c) Fraction 3: + 100 unités. 
d) Fraction 4: + 80 unités. 
erN2 4 L300 ¢ 
a) Fraction 1: + 125 unités. 
b) Fraction 2: + 70 unités. 


c) Fraction 3: + 130 unités. 
d) Fraction 4: + 125 unités. 


CONCLUSIONS. 


1° L’urée, aux concentrations que nous avons utilisées, ne 
modifie pas le pouvoir antitoxique d’un sérum antidiphtérique ; 
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2° Le chlorhydrate de guanidine, & concentrations équimolé- 
culaires, le modifie au contraire. I] le diminue. 

3° Enfin, action proportionnellement trés forte du_ salicylate. 
Placé au contact de ce sel (0,6 M), le sérum peut perdre la 
moitié de son pouvoir antitoxique. 

Ces conclusions, comme nous le laissions attendre, recoupent 
parfajtement ce qu’on pouvait déduire de nos expériences in vitro. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° La floculation qui apparait normalement dans des systemes 
toxine-antitoxine diphtériques se fait moins bien quand dans le 
milieu a été ajoutée une dose suffisamment forte de salicylate de 
sodium (de ordre de 50 cg ou de 1 g pour 10 cm* de milieu 
liquide). 

2° Cette action inhibitrice du salicylate semble liée a4 deux pro- 
priétés de ce corps : a) 4 son pouvoir dénaturant sur les protéines 
en général, done sur les protéines-anticorps ; b) 4 son pouvoir 
dissolvant (on sait que le salicylate partage avec plusieurs dérivés 
dits hydrotropes la faculté de dissoudre certaines substances, de 
nature protéique ou polysaccharidique qui, normalement, sont 
insolubles dans l’eau distillée ou dans l'eau physiologique). 

Le salicylate, ajouté in vitro & un systéme antigéne-anticorps, 
génerait le déroulement d’une floculation, d’une part en altérant 
rapidement la protéine-anticorps et, de l’autre, en redissolvant 
le précipité antigéne-anticorps qui s’était, dans un premier temps, 
formé. 

3° La floculation qui apparait normalement dans des systémes 
toxine-antitoxine diphtériques n’est pas sensiblement génée par 
Purée ajoulée aux systémes en concentrations comparables, sur 
le plan molarité, 4 celles du salicylate. Elle est au contraire par- 
tellement inhibée quand, au lieu de l’urée, on utilise, & concen- 
trations équimoléculaires, le chlorhydrate de guanidine. Ce corps, 
ne méritant pas d’étre rangé dans le groupe des substances hydro- 
tropes, se comporte probablement ici comme un simple dénatu- 
rant des protéines. 

4° Le pouvoir que possédent en commun le salicylate de sodium 
et le chlorhydrate de guanidine d’altérer l’antitoxine diphtérique 
peut étre renforecé par Vaction simultanée d’un chauffage a 56° 
maintenu pendant une heure. 

5° Des sérums antidiphtériques traités par des doses relati- 
vement fortes de salicylate ou de chlorhydrate de guanidine, 
chauffés pendant une heure a 56° puis dialysés pour que le sel 
soit éliminé, ne floculent plus ou floculent trés mal en présence 
de la toxine correspondante. 

6° In vivo, les sérums antidiphtériques traités par l’urée (0,6 M) 
gardent 4 peu pres leur pouvoir antitoxique d’origine [2]. Traités 
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par le chlorhydrate de guanidine (méme molarité), ils le perdent 
le plus souvent en partie. Enfin, ils le perdent trés nettement 
quand ils ont été soumis a l’action du salicylate. 

D’aprés son comportement a l’égard de l’antitoxine diphtérique, 
le salicylate apparait ainsi beaucoup plus actif que la guanidine 
et surtout que l’urée. 

Pourtant, en général, quand il est question de dénaturants 
chimiques des protéines, c’est a la guanidine et a l’urée, non au 
salicylate, que l’on songe tout d’abord. Pourquoi ? A notre avis, 
ce serait a tort [3]. 

7° Les différentes observations rapportées ici & propos du sali- 
cylate complétent, en les étendant trés nettement, celles antérieu- 
rement faites par plusieurs auteurs, en particulier par Coburn et 


IXKapp [4] et par Friend [5]. 
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DIFFUSION DE DIFFERENTES TOXINES 
DANS DES SERUMS ANTI-GANGRENEUX GELOSES 


par Mayiis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. GEOFFROY (’). 


(Institut Pasteur.) 


Aprés avoir ensemencé en surface, avec une culture de Welchia 
perfringens, un tube de gélose additionnée de sérum anti-perfringens, 
Petrie et Steabben constatent qu’il se forme trois zones de précipi- 
tation dans la colonne de sérum gélosé maintenu pendant vingt-quatre 
heures A l’étuve puis & la température ambiante [1]. 

Bjorklund et Berengo appliquent la méthode d’Ouchterlony de 
diffusion dans des plaques de gélose pour étudier la composition anti- 
génique de différentes toxines, notamment celle des toxines histoly- 
ticum, septicum et cedematiens [2]. Ces auteurs observent 2 bandes 
de précipitation dans les plaques contenant de la toxine histolyticum 
et du sérum anti-histolyticum, 6 bandes dans les plaques avec toxine 
septicum et antitoxine homologue, 3 bandes dans le cas de la toxine 
ceedematiens et du sérum anti-edematiens. 

Nous avons briévement signalé l’an dernier (Société Francaise de 
Microbiologie, séance d’octobre 1953), que la toxine histolyticum fait 
apparaitre 6 zones de précipitation dans des tubes contenant de la 
gélose et des sérums anti-histolyticum de chevaux immunisés par de 
nombreuses injections d’anatoxine histolyticum [8]. Dans le présent 
travail, nous nous proposons d’exposer les faits que nous avons notés 
en expérimentant avec différentes toxines et des sérums variés. Nous 
indiquerons successivement : le mode de préparation, A la température 
de 37°, des toxines employées pour immuniser les animaux et titrer 
les sérums (1) ; diverses propriétés des sérums obtenus dans différentes 
conditions d’immunisation ; les résultats des expériences de diffusion 
des toxines gangréneuses dans divers sérums anti-gangréneux gélosés. 


TOXINES ET SERUMS EMPLOYES. 


Les toxines histolyticum, septicum et cdematiens que nous prépa- 
rons sont titrées sur souris blanches de 17 A 20 g; les inoculations 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1954. 

(1) Lorsque le sérum des animaux en immunisation titre plus de 
100 unités internationales (UI) par millilitre, les animaux sont régu- 
ligrement saignés et injectés tous les mois dans les .conditions habi- 
tuelles. O. Girard, R. Corvazier et M. Cheyroux effectuent ces injections 
et les saignées ; nous leur sommes redevables de ce précieux concours. 
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aux souris sont faites dans les veines dans le cas des toxines histoly- 
ticum et septicum, sous la peau dans le cas de la toxine cdematiens. 

La plus grande partie de nos toxines est additionnée de formol puis 
utilisée pour l’immunisation des chevaux. La partie restante est préci- 
pitée par le sulfate neutre d’ammonium, desséchée et titrée : nous 
déterminons, sur souris, la dose minima mortelle (DMm) et la dose L+ 
de chaque préparation desséchée ; ces toxines servent & rechercher, dans 
les conditions internationales, le titre antitoxique in vivo des sérums 
anti-gangréneux ; les résultats des titrages sont exprimés en unités 
internationales (UI) par millilitre. 


Toxine histolyticum. — Cette toxine est préparée avec la 
souche Letivi en bouillon Vf non glucosé. Les cultures sont 
centrifugées dix-huit 4 vingt-deux heures aprés ]’ensemencement 
du bouillon; les centrifugats contiennent, par millilitre, 150 
4 800 DMm et 250 a 500 doses hémolytiques. D’aprés nos titrages, 
Vhémolysine histolyticum est oxydable [4]; cette notion est corro- 
borée par les travaux récents de Bowen [5] et de Howard [6]. 

Toxine septicum. — Nous l’obtenons en ensemencant la souche 
Feunten dans du bouillon Vf, glucosé a 5 p. 1000, réparti par 
quantités de 4 1 dans des flacons de 5 1. Centrifugation des cultures 
dix-huit 4 vingt-deux heures aprés l’ensemencement. La toxine 
centrifugée contient, par millilitre, 150 a 400 DMm, dans certains 
cas : 500 et 600. 

Toxine cedematiens. — Nous utilisons deux souches de Cl. 
cedematiens type A (Delombe et 5) pour préparer en bouillon Vf 
non glucosé toute la toxine edematiens dont nous avons besoin. 
Les cultures sont décantées cing jours aprés |’ensemencement 
du bouillon et filtrées sur bougie L2 avant de précipiter la toxine 
par le sulfate neutre d’ammonium. 

Sérums anti-histolyticum. — Les inoculations répétées de toxine 
histolyticum formolée (anatoxine) permettent d’obtenir des sérums 
contenant, d’aprés les titrages sur souris, 100 4 2000 unités 
internationales anti-histolyticum par millilitre (UI anti-hist.). Ces 
immunsérums neutralisent les divers antigénes qui entrent dans 
la constitution de la toxine histolyticum, notamment |’antigéne 
nécrosant a, la collagénase p, ’hémolysine oxydable. 

La plupart des sérums récoltés pendant le premier mois de 
immunisation sont spécifiques. Mais si l’on fait pendant long- 
temps des injections d’anatoxine histolytique 4 des chevaux, on 
obtient souvent des sérums anli-hislolyticum complexes ayant la 
propriété de neutraliser l’action létale de la toxine septicum. Nous 
en avons donné des exemples numériques dans le tableau II d’un 
article récent [3]. 

Sérums anti-cedematiens. — Suivant la période d’immunisation 
des chevaux soumis a des injections d’anatoxine cedematiens, et 
suivant la réceptivité de ces chevaux, les sérums_ prélevés 
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contiennent 200 a 6 000 UI anti-edematiens par millilitre (titrages 
sur souris). In vitro, ils suppriment l’effet lécithinasique, hémo- 
lytique, gélatinolylique de la toxine cedematiens. 

Sérums anti-septicum spécifiques. — Les chevaux qui recoivent 
trois injections d’anatoxine septicum puis des injections de toxine 
septicum fournissent, tout au début de |’immunisation, un sérum 
spécifique qui annule l’action létale de la toxine sepficum mais 
non celle de la toxine histolylicum. 

Sérums complexes. — Nous avons titré plusieurs sortes de 
sérums complexes : 

a) Sérums de chevaux ou de bovins longuement préparés contre 
les antigénes de Cl. septicum. Le sérum de beaucoup de ces 
animaux neutralise l’antigéne a d’une quantité élevée de toxine 
histolyticum [8, 7]: nous avons obtenu des sérums anti-septicum 
qui titraient jusqu’a 150, 200 et 300 UI anti-hist. « (2). Notons tou- 
tefois que le sérum de tous les animaux immunisés de la méme 
maniére ne manifeste pas une activité hétérologue aussi forte : 
ainsi, un de nos chevaux en immunisation depuis trois ans fournit 
actuellement un sérum dont le titre anti-histolyticum est seulement 
compris entre 10 et 15 UI; le titre anti-septicum du sérum de ce 
cheval atteint 400-500 UI anti-sept. Nous avons démontré que 
les deux activités antitoxiques in vivo des sérums anti-septicum 
complexes ne sont pas additives [7]; nous avons formulé l’hypo- 
thése qu’elles devaient étre ides 4 un agrégat d’anticorps plutot 
qua deux anticorps monovalents distincts. 

b) Sérums de chevaux ayant recu pendant quelques mois des 
injections d’anatoxine histolylicum puis des inoculations d’anti- 
genes élaborés par Cl. septicum ou par Welchia perfringens. 

c) Sérums d’animaux immunisés d’abord contre les antigénes 
de Cl. septicum puis successivement contre ceux de Cl. cedema- 
diens et de Cl. histolyticum, 

d) Sérums de bovins soumis a des inoculations simultanées 
dantigénes engendrés par Cl. histolyticum et par Cl. septicum. 


EXPERIENCES DE DIFFUSION. 


Au cours de ces recherches, nous utilisons des immunsérums 
naturels (non concentrés ni purifiés) et des toxines précipitées par 
le sulfate neutre @’ammonium. Nos expériences de diffusion sont 
basées sur des principes formulés depuis longtemps par Bechhold 
(1905), Petrie, Brown {8], mais elles sont effectuées d’aprés les 
procédés récents de J. Oudin {9}, de Munoz et Becker [40]. Elles 


(2) L’activité anti-hislolyticum in vivo des sérums anti-seplicum 
complexes persiste lorsque ces immunsérums sont soumis & une diges- 
tion pepsique, de trente minutes 4 37° \ pH 3,2, puis A une thermo- 
coagulation en présence de sulfate d’ammonium. 
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consistent 4 superposer une solution d’antigénes a un antisérum 
gélifié dans un tube étroit et & dénombrer les lignes de précipités 
antigénes-anticorps qui se développent dans le gel. Dans nos 
recherches, les sérums sont employés non dilués lorsque leur titre 
antitoxique est faible ; dans le cas contraire, ils sont dilués avec 
un sérum normal de cheval (3). A 0,2 ml] d’immunsérum (tel quel 
ou dilué), nous ajoutons 0,2 ml de gélose a 0,6 p. 100; sur la 
colonne du sérum gélifié, placé dans des tubes de 3 x 20 mm, 
nous mettons un poids précis de toxine gangréneuse en solution 
dans 0,2 ml d’eau physiologique. ‘Les tubes contenant les s¢rums 
et une toxine homologue ou hétérologue sont placés dans un 
placard dont la température est de 20°-21°. Ils sont observés pen- 
dant au moins dix jours. 


I. — Drrrusion DE LA ToxINE histolylicum 
DANS DIVERS SERUMS GELIFIES. 


La toxine histolylicum étiquetée H 16 est introduite dans diffé- 
rents tubes de 3 mm de diamétre contenant les sérums gélifiés 
a comparer. La DMm de celte toxine est égale 4 0,018 mg et la 
dose L+ a 0,53 mg. En principe, 10 UI anti-hist. neutralisent 
5,3 mg de cette toxine et 20 UI en neutralisent 10,6 mg. Cette 
loxine nécrosante lyse les hématies de mouton, liquéfie la géla- 
tine, dissout rapidement fe collagéne A. 


A. Dirrusion DANS LES sERUMS ANTI-histolylicum (SERUMS DE 

CHEVAUX IMMUNISES PAR DES INJECTIONS D’ANATOXINE histolyticum). 
Nous avons recherché les proportions optima de toxine H 16 

et d’antitoxine qu’il faut mettre en présence pour obtenir dans la 
gélose un nombre maximum de zones nettes de précipitation. 

1° Expérience avec le sérum 1009 (récolté le dix-sep!i¢me mois 
de immunisation) : ce sérum titre 450 UI antrhist., 1 a 2 UI 
anti-sepé. par millilitre. 

Le sérum 1009 est additionné d’un volume de sérum normal ; 
0,2 ml de la dilution (soit 45 UI anti-hist.) est additionné de 
eélose ; sur la colonne de sérum gélosé, introduction de 14 mg 
de toxine H 16 (en solution dans 0,2 ml d’eau_ physiologique). 
Cette toxine fait apparaitre 6 zones de _ précipitation dans 
Vimmunsérum. 

2° Expériences avec deux sérums du cheval 1012 : 

a) Le sérum prélevé le dix-neuvieme mois de l’immunisation 
titre 800 a 1000 UI anti-hist., 0,25 UI anti-sept. Ce sérum est 
dilué au 1/4; 0,2 ml de la dilution (soit 40 a 50 UI anti-hist.) 


(3) Nous avons vérifié que les toxines histolyticum, seplicum ct cede- 
matiens ne déterminent pas de précipité dans ce sérum normal, 
additionné de gélose. 
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sont additionnés de gélose 
en présence de 10,6 mg de toxine H 16 (tableau I). 

b) Avec le sérum 1012 prélevé le vingt-septitme mois de 
Vimmunisation, nous avons encore observé 7 zones de précipita- 


? 


il se forme 7 zones de précipitation 


TsLEAu |. — Diffusion de la toxine histolyticum dans dés immunsérums 
gélosés (sérums d’animaux immunisés dans différentes condi- 


tions). 


Numéro 
des 
Sérums 


Antigénes injectés 
aux 
chevaux 


Unités internationales 
introduites dans la gélose 


anti-hist, anti-sept, 


Toxine 
en mg, sur 
le sérum 

gélosé 


Chevaux uniquement préparés contre les antigénes histolyticum 


1009 (5-6-53) | 


1012(10-7-53) 
1012(10-7-53) 
1012(12-3-54) 


1038(9-1-53) 
1038(9-1-53) 
1038(9-1-53) 


histolyticum 


histolyticum 
histolyticum 
histolyticum 


histolyticum 
histolyticum 
histolyticum 


45 | 0,12 0,2 
0, 002 
0,01 
0,05 


galo0 
40a 50 | 
40 

20 & 30 
20 a 30 
6a 10 


0,01 
0,01 
traces 


i 14 


10, 
5, 
5. 


5,3 

| 10, 6 
10,6 

6 

| os: 
3 


Chevaux uniquement préparés contre les antigénes septicum 


932(5-12-52) 


969(30-1-53) | 
293(28-11-52) 


Chevaux soumis a des immunisations successives 


881(19-6-53) | 


1102{64jours) 


963 (52 jours) 


septicum 
septicum 
septicum 


hist, ; sept. 


hist, pe rf, sept, 
hist,perf, sept. 


sept oed, hist e 


Il 
| 


28 
40a 50 
60 a 80 


120 a 140 
360 
160 4200 


45 | 22 
15a 20 


40 
| 12a l4 


25 a 30 


6a8 


10,6 
10,6 
10,6 


Résultats 


6 tomes 


6zones 
7 tones 
7 sones 


4 sones 
7 zones 
5 zones 


t zone floue 
l zone floue 
l zone floue 


de préci- 
pité 

2 zones fines 
2 zones fines 


aus 


20 a 30 
10a 15 


963(6 mois) 


sept, ced,hist. | 
963(6 mois) 


sept,oed, hist, 


Mélanges de sérums anti-septicum et anti-histolyticuns 


963+108: 15 
932+1081 | 180 
20 


481+1012 


10,6 
10, 6 
10, 6 


6 sones 
60uT zones 


40a 50 6 zones 


Hist.: histolyticum; Sept.: septicum; Perf.: perfringens; OEd.: adematiens. 
Entre parenthéses: date des saignées faites aux chevaux; temps écoulé entre 
le début de la 3° immunisation et le prélévement du sérum titré. 


tion dans des conditions analogues aux précédentes (tableau I) ; 
ce sérum titre 800 UI anti-hist., 1 UI anti-sept. 

3° Expériences avec le sérum 1038 (prélevé au cheval 1088 au 
bout de huit mois d’ immunisation). Titres du sérum : 100 a 150 UL 
anti-hist., 0,06 a 0,12 UL anti-sept. Nous avons préparé 8 tubes 
de diffusion : 
Tube a: 0,2 ml de sérum + gélose; + 5,3 mg de toxine H 16; résultat: 7 zones 


Tube b: 0,2 ml de sérum + gélose; + 10,6 mg de toxine HI 16; résultat: 4 zones 
Tube c: 0,2 ml de sérum a 4°/, + gélose; + 10,6 mg de toxine H 16; résultat: 1 zong 
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Dans le tube c, nous n’avons ajouté a la gélose que 0,2 a 
0,3 UI anti-hist. ; dans les tubes a et b, 20 a 30 UI. 

4° Expériences avec le sérum 447 (prélevé le neuviéme mois 
de immunisation). Titres in vivo du sérum : 200 UI anti-hist., 
5 a 10 UI anti-sept. La toxine H 16, & la dose de 10,6 mg, déter- 
mine en présence de gélose 4 zones de précipitation dans 0,2 ml 
de ce sérum. 


fond 


En résumé, nous avons observé jusqu’a 7 zones de précipita- 
tion, en milieu gélifié, lorsque nous avons fait diffuser de la 
toxine histolyticum dans des sérums anti-histolylicum fournis par 
des chevaux ayant recu des injections répétées de toxine histo- 
lyticum formolée. 


B. Dirrusion DANS LES SERUMS ANTI-seplicum COMPLEXES. —- 
a) Sérums de chevaux préparés uniquement, mais pendant long- 
temps, contre les antigénes élaborés par Cl. septicum. 

Nous avons expérimenté avec les sérums 969 j, 969 f, 932, 
293 respectivement prélevés quatorze mois et demi, quinze mois 
et demi, treize mois et dix-neuf mois apres le début de l’immuni- 
sation des chevaux (les sérums 969 j et 969 f sont fournis par le 
méme cheval). 


Le sérum 969 j titre in vivo: 140 UI anti-hist., 800 UL anti-sepé. 
Le sérum 969 f titre in vivo : 140 UI anti-hist., 600 & 700 UI anti-sept. 
Le sérum 932 titre in vivo: 200 a 250 UI anti-hist., 1 800 UI anti-sep/. 


Le sérum 293 titre in vivo: 300 & 400 UI anti-his¢., 800 & 4 000 Ul anti-sept. 


1° En laissant diffuser 14 mg de toxine H16 dans 0,2 ml de 
sérum 969 j (c’est-a-dire dans 28 UI anti-hisf. et 160 UI anti- 
sept.) nous n’observons pas de précipitation. Par contre, lorsque 
nous mettons seulement 10,6 mg ou 5,3 mg de toxine H 16 sur 
la colonne de gélose contenant 0,2 ml de sérum 969 f nous obser- 
vons le développement lent d’une zone de précipitation ; mais cette 
zone est floue et de faible hauteur. 


Signalons, en passant, que la toxine septicum fait apparaitre 4 zones 
de précipitation dans 0,2 ml du sérum 969 j dilué au 1/10 puis addi- 
tionné de gélose (la dose de sérum utilisée contient 16 UI anti-sept.). 
Indiquons comparativement les résultats de la diffusion de la toxine 
septicum dans d’autres sérums anti-septicum : nous avons constaté 
que cette toxine déterminait 4 zones de précipitation dans un tube 
de gélose contenant 16 UI anti-sept. d’un sérum anti-septicum spéci- 
fique (sérum 953); par contre, nous avons observé 7 zones de 
précipitation en faisant diffuser la méme toxine dans le sérum anti- 
septicum 963 employé 4 la dose de 0,05 ml (0,2 ml de sérum dilué 
au 1/4) ; ce sérum 963 titrait 150 UI anti-sept., 2 UI anti-hist. Nous 
préciserons dans un prochain article les modalités de ces titrages en 
présence de toxine seplicum. 
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2° Lorsqu’on emploie 0,2 ml de sérum 932 (soit 40 ou 50 UI 
anti-hist. et 360 UI anti-sept.) en présence de 10,6 mg de 
toxine H 16, il se produit en deux jours une légére opalescence 
pres de la surface convexe de séparation de la solution toxique 
et du sérum gélosé; l’anneau de précipitation ne s’accentue pas 
en vingt jours. 

Faisons remarquer que ce sérum complexe 932 est employé 
dans les mémes conditions que le sérum anti-histolytique 1012 
précédemment mentionné. 

3° La toxine histolytique (10,6 mg) provoque dans 0,2 ml de 
sérum 293 un phénoméne analogue a celui que nous avons 
observé avec le sérum 932. Ainsi donc, dans les conditions expé- 
rimentales indiquées, la toxine histolyticum ne détermine pas 
une zone dense de précipitation dans des sérums anti-seplicum 
complexes manifestant cependant in rivo une intense activité ant- 
histolyticum o.. 

Indiquons a présent les observations que nous avons faites en 
expérimentant avec un autre groupe de sérums complexes trés 
intéressants, obtenus dans diverses conditions d’immunisation. 

b) Sérums de chevaux immunisés contre Cl. histolyticum, puis 
contre d’autres germes. 

Voici les résultats obtenus avec le sérum des chevaux 881 
et 1102. 

Chevai 881: Injections d’anatoxine histolyticum pendant trois 
mois (premiére immunisation), puis injections d’anatoxine et de 
toxine seplicum (deuxiéme immunisa‘ion), Titre de quelques 
sérums : 

Sérum prélevé a la fin de la premiére immunisation : 25 a 
30 UI anti-hist. 

Sérum prélevé cinquante-sept jours aprés le début de la 
deuxi¢me immunisation : 100 a@ 150 UI anti-hist.; 75 a 100 UI 
anti-sept. 

Sérum prélevé douze mois aprés le début de la deuxiéme 
immunisation : 600 a 700 UI anti-hist., 250 4 300 UI anti-sept. 

Sérum prélevé dix-neuf mois aprés le début de la deuxiéme 

immunisation : 450 UI anti-hist. a, 220 UI anti-sept.; il faut 
0,2 ml de ce sérum pour neutraliser deux doses collagénasiques 
de toxine histolyticum ; son activité anti-collagénasique p est done 
isignifiante, 
Le scrum prélevé dix-neuf mois aprés le début de la deuxiéme 
immunisation est examiné en méme temps et dans les mémes 
conditions que le sérum  anti-hisfolyticum 1009 précédemment 
cilé: dans le sérum 881 la toxine histolyticum ne fait pas appa- 
naitre de précipité. 

Cheval 1102. Premi¢re immunisation : injections d’anatoxine 
histolylicum pendant six mois; deuxiéme immunisation : injec- 
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tions d’anatoxine perfringens pendant sept mois; troisiéme 
immunisation : injections d’anatoxine et de toxine seplicum. Des 
titrages fréquents permettent de suivre les variations des titres 
anti-hislolyticum, anti-perfringens et anti-septicum au cours des 
immunisations successives ; nous n’indiquerons ici que quelques 
résultats : 

A la fin de la premiére immunisation, le sérum du cheval 
contient seulement, d’aprés les titrages in vivo, 10 UI anti-hist. 
par miljilitre ; d’aprés les titrages in viiro: 1/2000 ml] de ce 
sérum neutralise 7 doses collagénasiques de toxine histolytique ; 
1/200 ml neutralise 30 doses hémolytiques de toxine histolytique 
(titrages en présence d’hématies lavées de mouton). 

A la fin de la deuxiéme immunisation, le sérum de cheval titre, 
in vivo, 125 a 150 UI anti-perfringens « et seulement 1 A 2 UI 
anti-hisf. ; d’aprés les recherches in vitro il titre 200 a 250 unités 
anti-hémolytiques § (4); 1/3000 ml neutralise 10 doses minima 
collagénasiques de toxine perfringens, 1/150 ml _ neutralise 
7 doses minima collagénasiques de toxine histolytique. Ces 
données montrent que pendant la deuxrtéme immunisation le taux 
des anticorps dirigés contre les antigénes histolylicum o et f 
baisse nettement dans le sang circulant. 

Voici, en unités internationales, d’aprés les dosages sur souris, 
les titres anti-hislolyticum et anli-seplicum des sérums_ successi- 
vement prélevés au cheval 1102 au cours de la troisiéme immu- 
nisation (injections d’antigénes seplicum) ; les titrages étant faits 
selon la méthode internationale. 


T:TRES ANTITOXIQUES DE CHAQUE SERUM : DUREE DE LA 3° IMMUNISATION 

Ophea Uliantiongst. 0; Sean Ulvantizsepl 39. Sos eee Ours 
400 a 450 UI anti-hivt., 100 & 125 Ul anti-sept.. . . ... 28 jours 
800 a 900 UI anti-hisf., AS Ul anli-sepiee ss a 32 OUTS 
325 a 350 UI anti-hist., bOMWManti-sept ed OS) OULS 

200 UI anti-hisé., 75 &4100 Ul anti-sepf.. . .... 64 jours 
425 & 450 Ul anti-hist., 60 & 70 Ul anti-sep?t.. ..... 4 jours 
450 & 200 UL anti-hist., 250 & 300 UI anti-sepé. . . . . . 4415 jours 


On remarque dans ce tableau le titre anti-histolyticum trés élevé 
des sérums récoltés les vingt-huitiéme et trente-deuxiéme jours 
de Vimmunisation. 


En titrant en présence de deux toxines l’avant-dernier des sérums 
nolés dans ce tableau, nous avons constaté ceci : lorsqu’on ajoute au 
sérum la quantité de toxine seplicum qui abaisse de 92 p. 100 Ie 
pouvoir anti-septicum qu'il posséde, on lui fait perdre 85 p. 100 environ 


(4) L’unité anti-hémolytique 9 que nous utilisons posséde une acti- 
vité égale a celle de 0,05 ml du sérum étalon anti-perfringens proposé 
en 1931 par P. Hartley (étalon distribué en solution contenant 20 unités 
anti-perfringens o par millilitre). 
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de son pouvoir anti-histolyticum a. Par conséquent, les deux propriétés 
antitoziques in vivo (anti-histolyticum et anti-septicum) de ce sérum 
ne sont pas additives (5). 


Aprés avoir constaté la trés forte activité anti-histolyticum des 
sérums successivement prélevés au cheval 1102 aprés les injec- 
tions d’antigenes septicum, nous avons évalué quelques autres 
activités antitoxiques de ces anti-sérums. 

Le sérum récolté le soixante-quatriéme jour de l’immunisation 
tie 5 a 10 unités anti-perfringens « et 50 unités anti-hémoly- 
tiques 6; il neutralise in vitro, a la dose de 1/100 de milliitre, 
10 doses minima collagénasiques de toxine perfringens, a la dose 
de 1/25 de millilitre, 7 doses minima collagénasiques de toxine 
histolytique, et, A la dose de 1/500 de millilitre, 30 doses hémo- 
lytiques de cette toxine. Le sérum prélevé le quatre-vingt-onziéme 
jour de l’immunisation titre 5 unités anti-perfringens a et pos- 
séde sensiblement la méme activité anti-hémolytique et anti- 
collagénasique que le précédent. Donc, a cette phase de la troi- 
siéme immunisation, nous décelons encore la preuve de 
Vimmunité anti-hémolytique et anti-collagénasique provoquée par 
les deux immunisations précédentes. Avec ces deux sérums 
complexes, nous avons réalisé des expériences de précipitation 
en milieu gélosé dans les conditions indiquées dans le tableau I. 
Il s’est formé tardivement deux hgnes fines de précipitation 
(entre le sixiéme et le huitiéme jour). 

c) Serums d’animaux immunisés d’abord contre Cl. septicum 
puis contre daulres germes. — Nos investigations précédentes 
ont montré que Jes injections de toxine septicum font trés rapi- 
dement apparaitre des propriétés anti-histolyticum a extrémement 
prononcées dans le sérum des chevaux ayant déja recu un ou 
deux ans auparavant des injections d’antigénes histolyticum {8, 
44}. Il nous a paru intéressant de rechercher si, réciproquement, 
les injections d’anatoxine histolylicum a des animaux antérieure- 
ment immunisés contre les antigénes de Cl. septicum seraient 
susceptibles d’intensifier fortement les propriétés anti-létales 
anli-seplicum du sérum de ces animaux. Deux mulets (963 et 
937) ont servi pour ces recherches. 


(5) La ninhydrine provoque dans ce sérum une transformation inté- 
ressante. Kn effet, lorsqu’on ajoute au sérum additionné de ninhydrine 
la quantité de toxine septicum qui abaisse de 87 p. 100 environ le 
pouvoir anti-seplicum du sérum ninhydriné, on fait seulement perdre 
a ce sérum 35 p. 100 de son pouvoir anti-histolyticum. Les propriétés 
du sérum ninhydriné sont donc partiellement additives. Il] semblerait 
que la ninhydrine dissocie une partie de l’agrégat antitoxique bivalent 
du séruin et libére une partie de l’anticorps qui est capable de neutra- 
liser Vantigéne hislolyticum q. 
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L’observation relative au mulet 963 est la suivante : cet animal 
recoit des injections de toxine seplicum pendant quatorze mois 
(premié¢re immunisation), des inoculalions d’anatoxine adema- 
tiens pendant huit mois (deuxiéme immunisation), puis des injec- 
tions d’anatoxine histolyticum (troisiéme immunisation). Le sérum 
prélevé a la fin de la premiére immunisation titre 300 a 400 UJ 
anti-sept., 2 a 4 UI anti-hist. ; celui qui est prélevé a la fin de la 
deuxiéme FRCP ae ade a 500 UI anti-ed. et seulement 
10 UI anti-sept., 0,25 a 0,5 UI anti-hist. Donec, pendant ta 
deuxiéme immunisation (injections d’anatoxine cedematiens) 
Cimmunité anti-septicum, anti-histolyticum de l’animal diminue. 

Vingt-huit jours aprés le début de la troisiéme immunisation 
(injection d’anatoxine histolylicum), le sérum prélevé titre 800 U/ 
anti-sept., 50 a 75 UI anti-hist. (6). L’augmentation considérable 
de l’activité anti-seplicum du sérum que nous constatons aprés 
les injections d’anatoxine histolylicum montre que ces inocula- 
tions provoquent rapidement une réaction intense dans les tissus 
producteurs d’anticorps d’un animal resté huit mois sans recevoir 
injections de toxine seplicum. 


En confrontant les titres antitoxiques (déterminés sur souris) de 
lous les sérums successivement prélevés au mulet 937 immunisé en 
méme temps et dans les mémes conditions que le mulet 963, nous 
avons constaté des faits analogues aux précédents : trés forte diminu- 
tion de Vimmunité anti-septicum pendant la deuxiéme immunisation, 
accroissement de cette immunité aprés les injections d’anatoxine 
histolyticum. 


Ajoutons que le sérum 963 récollé vingt-huit jours aprés la 
premiére injection d’anatoxine histolylicum est capable de pro- 
iéger les cobayes contre une infection a Cl. seplicum : en effet, 
si on fait A des cobayes une injection sous-cutanée de 0,1 ml de 
ce sérum et, vingt-quatre heures plus tard, une injection intra- 
musculaire de 2 a 3 doses mortelles de culture de Cl. septicum, 
les cobayes survivent. Par contre, dans la méme expérience, 
l’infection n’est pas enrayée par 0,4 et 0,6 ml du sérum prélevé 
au mulet 963 a la fin de la deuxiéme immunisation. Succombent 
aussi a l’infection, les cobayes qui recoivent, vingt-quatre heures 
avant l’injection intramusculaire de 2 43 DM de culture seplicum, 
une injection sous-cutanée de 0,4 ou 0,8 ml de sérum anti-histo- 


(6) En faisant diffuser 30 mg de toxine seplticum V 13 dans 0,2 ml 
de ce sérum dilué au 1/4 (c’est-’-dire dans un volume de sérum 
contenant 15 UI anti-sept. et 2,5 4 3,75 UI anti-hist.), nous avons vu 
se former 7 zones de précipitation comme dans le sérum prélevé au 
mulet 963 dix mois aprés le début de la premiére immunisation (injec- 
tions de toxine septicum). La dose L+ de la toxine V13 est égale 


a 3,6 mg. 
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lyticum contenant, par millilitre, 800 a 1000 Ul anti-hisl., 
0,25 UI anti-sepl. (sérum d’un cheval qui n’a regu aucune autre 
injection que des injections d’anatoxine histolyticum). — 

Cinquante-deux jours aprés le début de la troisieme Immuni- 
sation, le sérum prélevé au mulet 963 titre, d’apres les dosages 
sur souris, 200 UI anti-sept., 30 a 40 UI anti-hist., 200 a 300 UI 
antied. En ajoutant de la gélose 4 0,2 ml de ce sérum puis 
5,3 mg de toxine histolytique H16 sur la colonne de sérum 
gélosé, nous n’avons obtenu qu'une seule zone de précipitation. 

Le résultat de cette expérience de diffusion nous a fait soup- 
conner que le sérum ne contenait encore qu’a un taux trés faible 
un petit nombre d’anticorps monovalents correspondant aux 
divers antigénes de la toxine histolyticum. Pour vérifier cette 
supposition, nous avons recherché, d’une part, les propriétés 
anti-collagénasiques p et anti-hémolytiques du sérum titré in vitro 
en présence de toxine histolyticum ; d’autre part, l’activité anti- 
histolyticum in vivo que le sérum posséde encore lorsqu’il est 
additionné de toxine septicum. Voici nos résultats : les titrages 
in vitro montrent en effet que le sérum en question contient peu 
danti-collagénase B et peu d’anti-hémolysine. Les titrages in vivo 
attestent que si on sature de toxine septicum 160 UI anti-sept. de 
ce sérum, celui-ci ne titre ensuite que 5 UI anti-hist. ; les pro- 
priétés antitoxiques in vivo du sérum ne sont donc pas additives. 

Aprés six mois d’immunisation contre les antigénes de Cl. histo- 
lyticum, le mulet 963 fournit un sérum qui ttre 75 a 100 UI anti- 
sept., 100 4 150 UI anti-hist., (titrages sur souris) ; ce sérum est 
plus anti-collagénasique et plus anti-hémolytique que celui des 
saignées précédentes : il suffit de lV’employer a la dose de 
1/300 ml pour neutraliser 7 doses minima collagénasiques de 
toxine histolytique et a la dose de 1/4000 ml pour inhiber 30 doses 
hémolytiques de cette toxine. Si on ajoute de la gélose a 0,2 ml de 
ce sérum et si on superpose au sérum gélosé 5,3 mg de toxine H 16, 
on observe la formation de 4 zones nettes de précipitation et une 
ligne fine. La méthode de précipitation spécifique en gel permet 
done de suivre facilement les progrés de l’immunisation de 
animal. 

Indiquons A présent les résultats que nous observons lorsque 
nous faisons diffuser des toxines, soit dans les sérums prélevés 
i un animal ayant regu simullanément et pendant longtemps des 
injections d’anatoxine histolyticum et de toxine septicum, soit 
dans un mélange de sérums anti-seplicum et anti-histolyticum. 

d) Sérum danimal immunisé simultanément contre les anligénes 
histolyicum et septicum. — Expérience avec le sérum 39 (prélevé 
dix-huit mois aprés le début de l’immunisation mixte). 

_ Ce sérum titre, d’aprés les dosages in vivo selon la méthode 
mternationale, 80 UI anti-hist. et 75-80 UI anti-sept. Ses pro- 
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priétés anlitoxiques in vivo sont en partie additives : il conserve 
en effet une activilé anti-septicum relativement trés élevée lors- 
quil est additionné d’une forte dose de toxine histolyticum ; 
inversement, il exerce encore une forte activité anti-histolylicum 
en présence d’une quantité importante de toxine septicum [42}. 

Aprés avoir ajouté de la gélose a 0,2 ml de ce sérum puis 
5,3 mg de toxine H 16 sur le sérum gélosé, nous avons observé 
la formation de 6 zones distinctes de précipitation. 

Réciproquement, les antigénes de la toxine seplicum précipitent 
les anticorps correspondants de ce sérum: en effet, en ajoutant 
0,2 ml du sérum 389 4 de la gélose et en mettant de la toxine 
septicum sur la colonne de sérum gélifié, il se produit au moins 
6 zones de précipitation (vraisemblablement 7). L’expérience a été 
réalisée avec 14 mg de la toxine septicum V 12, précipitée par le 
sulfate neutre d’ammonium ; la dose L+ de cette toxine a pour 
valeur 1,8 mg au moment de la réalisation des essais de diffusion ; 
8 UI anti-sept. doivent done neutraliser 14 mg de toxine V 12. 

e) Mélange de sérums anli-seplicum et anti-histolyticum. — 
Chaque mélange étudié est préparé en ajoutant un volume de sérum 
anti-septicum a un volume de sérum anti-hislolyticum. Nous avons 
utilisé les sérums anti-seplicum 963, 932, 481 et les sérums anti- 
histolyticum 1081 et 1012. Le premier de ces cing sérums titre 
150 a 200 UI anti-sept., 2 UI anti-hist. ; le deuxiéme : 1 800 a 
2 000 UI anti-sept., 150-200 anti-hist. ; le troisiéme : 400 a 500 UI 
anti-sept., 10 a 15 UI anti-hist. ; le quatriéme : 400 UI anti-hist., 
et le cinquiéme : 800 a 1 000 UI anti-hist., 0,25 UI anti-sept. Les 
propriétés antitoxiques in vivo des mélanges que nous avons 
préparés sont additives. 

Les résultats du tableau I indiquent que la toxine histolyticum 
détermine 6 zones de précipitation dans le mélange des sérums 963 
et 1081; 6 ou 7 zones dans le mélange 932 + 1081 et 8 zones 
dans le mélange 481 + 1012. Par conséquent, les anticorps anti- 
septicum des mélanges considérés n’empéchent pas les divers 
anticorps anti-histolyticum coexislants de précipiter au contact 
de la toxine histolyticum. 


Il. — Dirrusion DE LA TOXINE cedematiens 
DANS LES SERUMS HOMOLOGUES. 


D’apres Oakley, Warrack et Clarke [43], les filtrats toxiques 
des cultures de Cl. edematiens type A contiennent les antigénes a, 
y, 5, « (a est Vantigéne létal classique de Cl. oedematiens ; y est 
une lécithinase hémolytique, 5 une hémolysine oxydable). 

Petrie et Steabben [4], aprés avoir ensemencé avec une culture 
de Cl. eedematiens des plaques de gélose contenant de l’antitoxine 
cedematiens, voient se former quatre anneaux de précipité autour 


des colonies de Cl. cedematiens apparues sur la gélose. 
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Dans nos expériences, nous avons ulilisé la toxine cedema- 
liens OE 11 précipitée par le sulfate neutre d’ammonium et les 
sérums anti-edematiens spécifiques 46, 628, 679, 382 et 632. Dans 
le tableau II, nous indiquons le titre de ces immunsérums, ie 
nombre d’unités anti-edematiens introduites dans la gélose et le 
poids de toxine edematiens mis sur la colonne de sérum gélosé 
(ce poids de toxine est en solution dans 0,2 ml d’eau physiolo- 
gique). La DMm et la dose L+ de la toxine OE 11 ont respec- 
tivement pour valeur : 0,0066 et 6,6 mg. En principe, 80 mg de 
cette toxine sont neutralisés par 12 UI anti-eed., 60 mg par 10 UI, 
52 mg par 8 UI et 40 mg par 6 UI. 


TasLeAu Il. — Diffusion de la toxine e@dematiens dans des sérums 
anti-edematiens gélosés. 


Sérums 
anti-oedematiens Animal donneur Unités -/ | Toxine oedematiens 
immunisé antitoxiques (en mg) mise sur 
Titre pendant : introduites dans| le sérum gélifié 
Numéro] antitoxique la gélose 
(UI par ml) (UI) 


46 200 18 mois 40 
628 2000 a 3000 33 mois 80a 120 
679 4000 22 mois 160 


800 66 mois {20 


UI; Unités internationales. 


En consultant le tableau I, on voit que nous obtenons 6 zones 
de précipitation en faisant diffuser 52,8 mg de toxine eedematiens 
dans 80 a 120 UI du sérum 628 (0,2 ml de sérum dilué 4 1/5) ; 
40 mg de la méme toxine ont déterminé 7 zones dans 60 UI du 
sérum 6382; par contre, dans le tube contenant 80 mg de 
toxine OF 11 et 60 UI de ce sérum 632, nous n’avons pu distin- 
guer que 5 zones. 

Resume. 


Lorsqu’on injecte de la toxine septicum a certains chevaux 
ayant antérieurement regu des inoculations d’anatoxine hisfoly- 
licum, on déclenche un accroissement rapide du titre anti-histo- 
lyticum « du sérum de ces chevaux. Inversement, les injections 
d’anatoxine histolyticum a des animaux préalablement immunisés 
contre les antigénes de Cl. septicum intensifient le pouvoir anti- 
létal ianti-septicum du sérum de ces animaux. Différentes pro- 
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priétés des immunsérums obtenus dans de telles circonstances 
sont comparées a celles de divers autres sérums. Les conditions 
des titrages in vivo et in vitro sont indiquées. 

La diffusion de la toxine histolyticum dans le sérum anti-hislo- 
lyticum des chevaux ayant recu uniquement des injections d’ana- 
toxine histolyticum détermine jusqu’a 7 zones de précipitation en 
milieu gélifié ; elle ne fait pas apparaitre de précipité ou déter- 
mine une légére zone de précipitation dans les sérums_ anti- 
seplticum complexes des chevaux préparés uniquement, mais 
pendant longtemps, contre les anligénes de Cl. septicum (ces 
immunsérums complexes neutralisent in vivo Vantigéne histoly- 
ticum a); la toxine histolyticum ne détermine pas de précipité 
ou provoque la formation de 2 zones de précipitation dans les 
sérums d’animaux immunisés d’abord contre les antigénes histo- 
lyticum puis, finalement, contre les antigénes septicum ; elle fait 
apparaitre 6 zones de précipitation dans le sérum des animaux 
immunisés simultanément contre les antigénes histolyticum et 
septicum ; elle détermine jusqu’a 8 zones de précipitation dans 
les mélanges de sérum anti-histolyticum et de sérum anti-septicum. 

La toxine septicum détermine 7 zones de précipitation dans le 
sérum des animaux ayant recu des injections de toxine septicum. 

La toxine cedematiens fait apparaitre jusqu’a 7 zones de préci- 
pitation dans les sérums anti-oedematiens gélosés. 
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RECHERCHES 
SUR LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
DANS LA FIEVRE APHTEUSE 


par L. JOUBERT, H. GIRARD, C. MACKOWIAK et R. CAMAND (°). 


(Institut Francais de la Fiévre Aphteuse [Directeur H. Grrarp] 
et Laboratoire de Bactériologie de l Ecole Vétérinaire de Lyon 
[Professeur P. Gorer].) 


I. — Bases théoriques de la réaction de fixation du complément 
pour l’identification des types 
et des variantes du virus aphteux, 


par L. Joupert et R. Camanp. 


La réaction de fixation du complément représente, a lheure 
actuelle, la méthode sérologique la plus couramment utilisée [4] 
pour identification des types et des variantes du virus aphteux. 
Ce choix est justifié par les avantages considérables inhérents a la 
méthode sous le triple rapport de la spécificité, de la sensibilité 
et de la précision. Or, ces qualités maitresses, jamais retrouvées 
i ce degré dans les autres réactions sérologiques proposées dans 
ce but, se muent en défauts inacceptables si Pon n’observe pas, 
en toute rigueur, les régles théoriques fondamentales de la séro- 
logie étabhes par Kolmer [2]. L’exécution d’une réaction ration- 
nelle compléte doit précéder le choix d’une technique courante 
simplifiée, afin de procéder au litrage préalable de chacun des 
5 éléments de la réaction de fixation du complément : Vantigéne 
et le sérum de la réaction diagnostique, les hématies de mouton 
et le sérum hémolytique correspondant de la réaction révélatrice, 
enfin et surtout le complément (1). 

La réaction la plus habituelle (identification d’un virus aphteux 
inconnu grace a des sérums hyperimmuns connus) sera prise 
comme type descriptif. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1° juillet 1954. 

(1) Pour plus de détails voir: R. Camanp. Etude sérologique des 
types et des variantes du virus aphteux par la réaction de fixation 
du complément. Thése Doct. Vétér., Lyon, 1953, Bosc, édit. 
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1° PRINCIPES GENERAUX. 


La nécessité du titrage préalable des 5 éléments de la réaction 
repose sur deux principes : 

1° La limitation des concentrations respectives de l’antigéne ect 
de Vanticorps pour la visibilité de la réaction. En effet, si cette 
lol mest pas respectée, telle réaction dans laquelle les deux 
éléments sont cependant présents peut paradoxalement se révéler 
négative (phénoméne de zone). 

2° La limitation de la quantité des réactifs, afin d’éviter !’intro- 
duction d’éléments étrangers a la réaction spécifique en donnant 
de fausses réactions paradoxalement positives (pouvoir anti- 
complémentaire). 

2° TITRAGE DE L’ANTIGENE. 


Technique : En appliquant 4 la sérologie du virus aphteux la 
méthode de Boerner et Luckens [2], on fait varier les dilutions 
des antigénes inconnus (broyat d’aphte ou virus de culture de 
Frenkel), par rapport aux mémes dilutions d’un sérum connu 
fixe, le complément et le couple hémolytique restant constants. 
Les résultats de positivité 4 +++ ainsi obtenus sont reportés sur 
un graphique comportant les dilutions de sérum en abscisse ct 
celles des antigénes en ordonnée (coordonnées logarithmiques). 

Résultats : Sur le graphique 1 on reconnait 

Que la réaction ne se révéle positive que pour certaines concen- 
trations relatives d’antigéne et de sérum (phénoméne de zone 
révélé par Vallure hyperbolique de la courbe, avec une zone 
excentrique de négativité et une zone concentrique de positivité) : 

Que pour un antigéne donné (courbe n° 1 par exemple) !e 
point P, définit la quantité suffisante minimum d’antigéne (a,) 
pour donner la réaction positive avec une quantité minimum de 
sérum (b,). Ces quantités a, et b, représentent donc les concen- 
trations idéales dantigéne et de sérum a utiliser dans |’ étude 
sérologique de cet antigéne ; 

Que pour des antigénes différents (courbes n° 1, n° 2 et n° 3), 
les points P,, P,, P; ne coincident nullement et que la quantité a, 
d’antigéne valable pour l’antigéne n° 1 est trop importante pour 
Vantigéne n° 2 et trop faible pour Vantigéne n° 3. On constate 
done une diversité extréme entre les antigénes aphteux qui, par 
ordre décroissant, se révélent plus divergents pour les antigénes 
« de diagnostic » (aphtes d’un animal spontanément aphteux) 
que « de production » (aphtes d’animaux inoculés expérimenta- 
lement, surtout s’ils ont été congelés), que de virus de culture. 
I] en résulte, dune part, [impossibilité de préciser une concen- 
tration idéale valable pour tous les antigénes aphteux sans distinc- 
lion et, d’autre part, Pobligation de s’adresser aux concentrations 
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supérteures d’antigéne (par exemple a,) et de sérum (par exemple 
b,), empiriquement établies aprés un nombre de tests suffisants. 
De cette maniére, on est certain d’utiliser lantigéne a une concen- 
tration ni trop faible (évitant la négativité paradoxale par 
phénoméne de zone), ni trop forte (évitant la positivité paradoxale 
par action anticomplémentaire d’un excédent de réactifs). D’autre 
part, on doit tirer de cette constatation des indications pratiques 
concernant la standardisation des prélévements et la congélation 
des antigénes de production ; 

Qu’entre les concentrations idéales d’antigéne d’une part, de 
sérum d’autre part, requises pour une réaction visible, il n’existe 
aucun len : ainsi, tel antigéne (n° 8) doit étre utilisé A taux élevé 
alors qu’il réclame un taux de sérum faible, et vice versa pour 
tel autre (n° 2). 

Conclusions. — 1° La divergence des antigénes aphteux est 
considérable d’un échantillon a l'autre. 

2° La concentration supérieure standard courante se situe 
au 1/10 pour les antigénes issus d’aphtes ; les antigénes de culture 
sont utilisés purs. 


3° TirRAGE DU SERUM. 


Technique : A l’aide d’une méthode calquée sur la précédente 
on peut obtenir des graphiques comparables (graphique 2) ot 
les dilutions de sérums (sérum inconnu variable provenant de 
cobayes hyperimmunisés) sont portées en abscisse et les dilutions 
d’antigéne (antigéne connu, fixe) en ordonnée, le complément ct 
le couple hémolytique étant constants. 

Résultats ; Les courbes données par les positivités & +++ 
figurent également des hyperboles ou l’on reconnait : 

Que le phénoméne de zone précédemment décrit se manifeste 
également ; 

Que pour un sérum donné (courbe n° 1 par exemple) le 
point P, définit la quantité suffisante minimum de sérum (b,) 
pour donner une réaction positive avec une quantité minimum 
d’antigéne a, ; 

Que, pour des sérums différents (courbes n° 1, n° 2, n° 3 et 
n° 4), les points P,, P,, P, et P, ne coincident nullement. I 
s’ensuit une diversité considérable des sérums hyperimmuns 
utilisés dans le diagnostic, en fonction : 

Soit du pouvoir immunigéne de la souche de virus de charge ; 

Soit du procédé d’hyperimmunisation et du sujet producteur ; 

Soit du type ou de la variante en cause, les sérums anti-A et 
surtout anti-C étant souvent faibles. 

Conclusions. — 1° La technique de Vhyperimmunisation des 
cobayes producteurs de sérum doit étre étroitement précisée. 
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2° Un choix judicieux devra par ordre d’importance décrois- 
sante éliminer du diagnostic tous les sérums qui ne manifestent 
une activité qu’avee des concentrations d’antigéne et de sérum 
clevées (courbe n° 4), ou d’antigenes élevées (courbe n° 2), ou 
de sérums élevées (courbe n° 3), pour ne retenir, si possible, que 
les sérums du type n° 1, actifs a faible concentration sur des 
concentrations également faibles d’antigéne. 

3° Les dilutions standard moyennes sont les suivantes pour de 
bons sérums de cobayes hyperimmuns: sérum anti-O, 1/50 ; 
sérum anti-A,, 1/20; sérum anti-A,, 1/40; sérum anti-C, 1/165. 


4° TITRAGE DU COUPLE HEMOLYTIQUE. 
(Hématies de mouton. Sérum de lapin anti-hématies de mouton.) 


Grace a des réactions completes similaires 4 celles indiquées 
ci-dessus, on peut tirer deux conclusions qui précisent les limites 
de Vemploi du couple hémolytique dans la réaction : 

1° Les hématies de mouton sont utilisées fraiches en suspen- 


sion A 2 p. 100, en tampon véronal, du culot de centrifugation 


a 3 000 tours/minute, pendant dix minutes. 
2° Le sérum hémolytique (Institut Pasteur de Paris) est utilisé 
& la dilution de 1/1500 en tampon véronal du sérum concentré 


commercial. 
5° TIrRAGE DU COMPLEMENT DU JOUR. 


Le titrage du complément représente la phase préliminaire 
journaliére obligatoire de toute réaction. La comparaison des 
différentes méthodes de titrage dans les réactions ci-dessus indi- 
quées entraine les conclusions suivantes : 

1° Seule est a retenir la méthode de titrage direct de Kolmer 
(taux de complément variable pour un taux fixe lége¢rement excé- 
dentaire de sérum hémolytique). En effet, le complément repré- 
sente l’élément véritablement actif de la réaction et la cause 
@erreur due au phénoméne de suppléance de Mayer, Craft ct 
Gray {8] du complément par ’hémolysine est annulée par l’absence 
de complément excédentaire. 

2° Le titrage direct du complément en présence de lantigéne 
dans le but de déterminer le pouvoir anticomplémentaire de 
chaque échantillon d’antigéne représente la solution idéale, en 
raison de Vextréme diversité des antigenes. Néanmoins, cette 
solution ne peut entrer dans la pratique diagnostique courante. 
Dans un but de commodi'é simplificatrice, on peut envisager 
(utiliser un titre de complément correspondant : 

Soit aux pouvoirs anticomplémentaires antigéniques les plus 
faibles (mais on s’expose alors a obtenir des réactions illisibles 
oli les antigeénes possedent un pouvoir anticomplémentaire élevé) ; 


? 
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Soit aux pouvoirs anticomplémentaires antigéniques les plus 
foris (mais on s’expose dans ce cas A obtenir des réactions illi- 
sibles ot les antigénes possédent un pouvoir anticomplémentaire 
faible) ; 

Soit a une moyenne, arbitrairement choisic, des pouvoirs anti- 
complémentaires empiriquement constatés. Cette solution, bien 
qu’approximative, reste néanmoins valable et correspond a une 
majoration de 1/4 du titre complémentaire. Néanmoins, la déter- 
mination précise du pouvoir anticomplémen' aire d’un échantillon 
donné de virus aphteux est obligatoire, aussi bien A la suite d’une 
réaction diagnostique illisible que dans le domaine de la 
recherche. 

3° Les conditions de la fixation idéale, données par Kolmer, 
sont de dix-huit heures a la glaciére 4 +4°C. Or, les délais 
demandés sont trop importants pour formuler la réponse a des 
demandes de diagnostic d’urgence. Aussi, considérant qu’un 
équilibre doit étre réalisé entre la température (d’autant plus 
efficace mais aussi d’autant plus destructrice qu’elle se rapproche 
de 37°) et les délais de fixation (d’autant plus efficaces mais aussi 
d’autant plus destructeurs qu’ils sont plus prolongés), on peut 
plus simplement opter pour Ja température de 37° pendant trente 
minutes au bain-marie. 


II. —- Technique de la réaction de fixation du complément 
dans la fiévre aphteuse, 


par R. Camanp et L. Jousert. 


Sur ces bases théoriques, différentes techniques de réaction de 
fixation du complément ont pu ¢é‘re mises au point en matiére 
de fiévre aphteuse (2). 

1° PRINCIPES. 


Quatre principes ont guidé notre choix parmi les diverses tech- 
niques proposées : 

1° Standardisation de l’obtention des éléments de la réaction ; 

2° Simplification des réactions qualitatives du diagnostic quoti- 
dien des types et des variantes du virus aphteux ; 

3° Précision des réactions quantitatives utilisées dans [étude 
fine de la structure antigénique du virus ; 

4° Obéissance aveugle A la technique choisie de maniére a 
pouvoir juger comparativement et stalistiquement des résultats 
échelonnés dans le temps. 


(2) Pour les détails consulter : R. Camanp. Thése Doct. Vétér., Lyon, 
1953, Bosc, édit. 
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2° OBTENTION DES ELEMENTS DE LA REACTION. 


A. Awntickne. — L’antigéne (inconnu) est représenté par te 
surnageant d’un broyat en tampon véronal de 1 g de Jambeau 
d’aphtes linguauxz prélevés sur un animal vivant, laissé en 
contact une nuit a +4°C, puis centrifugé huit minutes a 
3500 tours/minute. L’inactivation 4 56° pendant trente minutes 
n’est pas nécessaire en raison de l’absence de complément dans 
un prélévement inclus pour |’expédition au laboratoire, dans de 
la glycérine & 50 p. 100 en eau de source. 


B. Strum. — Le sérum (connu) est obtenu sur cobaye hyper- 
immunisé. ‘La souche de virus est isolée sur le boeuf puis adaptée 
par passages successifs sur le cobaye jusqu’au critére d’adapta- 
tion suffisante représenté par l’apparition de l’aphte primaire en 
vingt-quatre heures au point d’inoculation dermique plantaire 
avec généralisation en quarante-huit heures (de 5 a 8 passages au 
moins). L’immunisation s’effectue a l’aide d’une charge virulente 
plantaire (2/10 de centimétre cube d’une dilution a 1/10 de virus 
cobaye conservé a — 25°) suivie de la sélection des cobayes qui 
aprés un mois, ou mieux deux ou trois mois, présentent une 
immunité suffisante (absence d’éruption aphteuse a une inocu- 
lation d’épreuve identique). Deux hyperimmunisations successives 
s’effectuent & deux jours d’intervalle par une inoculation intra- 
cardiaque a l’aide de 0,75 cm* de la méme dilution virulente 
au 1/10. Huit jours plus tard, les cobayes sont saignés par 
ponction cardiaque, le sérum décanté, inactivé a 56°, additionné 
de merthiolate au 1/10 000, est distribué en ampoules scellées 
conservées 4 +4° C. Avec une rentabilité trés satisfaisante, les 
sérums ainsi obtenus sont utilisables du 1/30 au 1/120 selon les 
séries et surtout les types de virus en cause. A signaler que les 
tentatives de Serra et Guarini {4], visant au remplacement du 
cobaye par le boeuf dans la préparation des sérums, ne nous 
ont pas procuré les avantages annoncés et du reste mis en doute 
avant nous par Trederiks [5]. De méme, ni le mouton, ni la 
chévre ne nous paraissent capables de fournir un sérum de titre 
élevé et surtout de spécificité satisfaisante. 


C, Comprimenr. — Afin de n’étre pas tributaire des complé- 
ments lyophilisés commerciaux et d’utiliser des réactifs homo- 
génes et comparables, nous avons utilisé en tant que complément, 
du sérum de cobaye récolté frais par ponction cardiaque sur de 
nombreux males adultes dont les sérums furent mélangés puis 
congelés & — 25° C ou lyophilisés en ampoules de 1 a 2 cm 
(stock pour un an environ). Toute ampoule ouverte a été rejetée 
apres emploi immédiat. 


D. Himaties pe mouron. — Le sang de mouton a été prélevé 
/rais aux abattoirs, les jours de tueries, deux fois par semaine 
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et conservé, les jours intercalaires, en solution d’Alsever A + 4° C. 
Au moment de l’emploi on effectue une suspension a 2 p. 100 
en tampon véronal a partir du culot de centrifugation Aa 
4 000 tours/minute pendant dix minutes, aprés 4 lavages. 


E. StrRuUM HEMOLYTIQUE DE LAPIN ANTI-HEMATIES DE MOUTON. — 
La solution 4 1/1500 a l’emploi, de sérum hémolytique de 
l'Institut Pasteur, conservé en glaciére, nous a donné toute salis- 
faction. Le couple hémolytique, préparé a l’avance, est inactivé 
a 56° pendant trente minutes afin d’éliminer les traces de complé- 
ment, toujours hypothétiques dans la suspension globulaire. 


3° OPERATIONS ET LECTURE. 


A. TITRAGE DU COMPLEMENT DU JouR. — Selon qu’il est néces- 
saire ou non de titrer le pouvoir anticomplémentaire de ]’antigéne 
en présence du complément, la technique de Kolmer, avec ou 
sans antigéne, a été utilisée selon le tableau ci-dessous, a l'aide 
de rhéométres préalablement étalonnés (3) [tableau I]. 


Tasteau I. — Technique de Kolmer de titrage du complément. 
(Avec titrage simultané du pouvoir anticomplémentaire de l’antigéne). 


K 4/20 Il Vo) VI Vill 


VIII 


Vil 


LV 


Eau physiologique ...... t cm3}4 cms 


4 cm?|4 cm3}{4 cm?|/4 em3}1 cm3}4 cm} 4 ems 


Ag 1/10 (dose utilisée dans lal O2om | MOR Com MOAZOMINOM2oe OLAS NOSQ5MOR 25 10.25) 10), 25 
TEACULOM) =e ee ety eel ee ( 


Bain-Marie : 30 mn a 37° 


(Ga Sblesotee, os folic. Gum ais homeo aad ean 0,50 | 0,50 | 0,50 | 0,50 | OF50N POR 0M NO, DONO 5 Ol) Oe. 
Bain-Marie : 1 heure a 37° 

Dilutions de K a choisir (2 unités} 1/30 | 1/33 | 1/25 | 4/20 | ate | a/a4 | aya2 | ayaa | asso 
hémolytiques « unilé forte »){ ie / feo aye) / / / 


(3) La technique italienne de Serra et Guarini (loc. cit.), confirmée 
par Norbert et Schjerning-Thiesen (Nord. Vel. Med., 1953, 5, 289), 
utilisant une solution de CINa 4 15 p. 1000 dans le but de révéler 
les sensibilisatrices du sérum de boeuf, ne nous a jamais donné de 
résultats satisfaisants. 


HA ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


B. RGAcCTION QUALITATIVE D’ORIENTATION EN TUBES (technique de 
Kolmer modifiée). — Opérations : Elles visent 4 placer la réaction, 
compte tenu du pouvoir anticomplémentaire de l’antigéne, dans 
des limites susceptibles de donner avec un seul tube de réaction 
pour chaque sérum un résultat certain. Toutes les opérations 
s’effectuent au rhéométre selon les tableaux suivants, en tenant 
prétes a la glaciére, pour l’urgence, les dilutions de sérums, de 
complément et de couple hémolytique qui ne varient pas pendant 
deux jours au moins (tableau II). 


Tasteau Il. — Réaction qualitative d’orientation 
de fixation du complément (Kolmer modifiée). 


POUR CHAQUE ANTIGENE POUR 1 SERIE 


Sérum O | Sérum A | Sérum C : pel Tan as 
Titre Titre Titre Témoin Sérum Témoin 
ae ou Ag répéter » G.R. 


1/X VE: 1/Z = 2 
pour les 3 


Antigene 4/10 ou pur* 
Sérum. 


Eau physiologique. 
1s WT ce eerie coe 


* 


Selon quil s’agit d’antigéne de diagnostic ou de culture. 


Lecture ; Elle apprécie immédiatement avec l’indication 0, +, 
+ et +++, les réactions négatives (hémolyse totale), douteuses 
(louche non hémolysé), positives (opacité relative) et trés positives 
(opacité compléte). Une heure aprés la sédimentation spontanée 
des hématies 4 20°, on apprécie a + + (assez positives) el + + + 
(tres positives) les réactions primitivement classées +++ qui 
montrent (début d’hémolyse) ou ne montrent pas (pas d’hémolyse) 
un surnageant hémolysé. (Les réactions douteuses sont dues a la 
difficulté d’assurer un titrage du complément du jour valable pour 
lout une série d’échantillons d’antigénes éminemment divers 
quant 4 leur pouvoir anticomplémentaire, soit trop élevé (les tubes 
\émoins antigénes hémolysent mal), soit trop faible (hémolyse 
se produit dans tous les tubes). Seule, la surveillance en cours de 
réaction de tous les tubes écarle momentanément’ ces difficultés 
qi ne seront résolues ultérieurement que grace a un titrage 


FIXATION DU COMPLEMENT DANS LA FIEVRE APHTEUSE 345 


précis du pouvoir anticomplémentaire de Vantigene ou a une 
réaction quantitative. 


C. R&ACTION QUANTITATIVE DE SEMI-PRECISION EN TUBES (technique 
de Kolmer modifiée). — Opérations : A V’exclusion des techniques 
irrationnelles utilisant plusieurs dilutions de complément ou 
d’antigéne, on peut préciser quantitativement les résultats obtenus 
ci-dessus grace 4 l’emploi de plusieurs dilutions de sérum, selon 
le tableau suivant (tableau IID) : 


Tasteau Ill. — Réaction quantitative de semi-précision 
avec plusieurs dilutions de sérum (Technique de Kolmer modifiée). 


sERuM O strum A sEruM C 


Ag 1/10 ou pur. . 
Sérum 
LOM Res ee 


Bain-Marie : 37° pendant 4/, heure 


0,30 0,30 [0,5 0,50 0,50| 0,50 0,50 0,50 | 0,0 


Lecture : Elle se base sur |’interprétation suivante : 


DILUTION DILUTION DILUTION 
N° 1 N° 2 N°3 
Trésspositif 2. se se we ee EEE +++ ope 
Positifive.m.ite. cys. tone eis ee = (abece eioete + 
Faiblement positif -: 2... 2s ++ =} 25 
D. R&acrioN QUANTITATIVE DE PRECISION A 50 Pp. 100. — A la 


suite des travaux de Brooksby [6] des tentatives couronnées de 
succés et pleines d’enseignements ont été effectuées en utilisant 
la réaction de fixation du complément 4 50 p. 100 avec emploi de 
probits {7}. 


E. Riacrions seconparres. — a) Réaclion qualitative d’orien- 
fation sur lame: A la suile des tentatives de Lépine ct coll. [8] 
et antérieurement au travail de Salomon et coll. [9], nous avons 
tenté avec succés de nous dresser 4 une technique sur lame de 
plexiglass, 4 la goutle, en milieu confiné humide pour éviter 
l’évaporation et en opérant au-dessus d’un négatoscope pour une 
meilleure lecture. 
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b) Réaction d’inhibilion de la fixation du complément: A la 
suite de Rodriguez et Palacios [40], et de Rice et Brooksby [44}, 
la réaction d’inhibition de la fixation du complément a été tentée 
également avec succés, surtout si l’on s’adresse a la réaction 
a 50 p. 100 d’hémolyse. 


I. Cuorx D’uNE TECHNIQUE. — II] découle de la confrontation des 
avantages et des inconvénients des différentes techniques ci-dessus 
exposées, a la faveur du tableau IV, destiné a comparer les 
techniques entre elles et avec les autres méthodes sérologiques 
antérieurement proposées (floculation et hémagglutination). 


III. — Applications de la réaction de fixation du complément 
dans la fiévre aphteuse, 


par R. Camanp, C. Macxowrax et H. Grrarp. 


L’antigéne et le sérum entrant en jeu dans cette réaction sont 
les deux éléments 4 partir desquels Videntificalion des types et 
des variantes du virus aphteux est réalisable. L’un et lautre 
peuvent étre inconnus qualilativement (diagnostic) ou quantitati- 
vement (titrage). 


1° ANTIGENE ET SERUM INCONNUS. 


A. AnTIGENE INconnu. — Le plus souvent l’antigéne est constitué 
par un broyat d’aphtes récoltés sur la muqueuse linguale d’un 
animal atteint de fiévre aphteuse. 

En la matiére, la réaction de fixation du complément peut 
permettre : 

1° Le dépistage des types antigéniques du virus aphteux, dou 
il résulte la possibilité : a) d’établir la carte de la fiévre aphteuse 
d’un pays et sa mise a jour au fur et 4 mesure de |’apparition 
de nouveaux foyers ; 

b) D’utiliser rationnellement les stocks de vaccin anti-aphteux ; 

c) D’entreprendre une lutte efficace spécifique et raisonnée dans 
une région atteinte. 

2° L’isolement des types et des variantes « inédiles ». — Le 
virus aphteux se caractérise par son extréme variabilité tant anti- 
génique qu’immunologique. Or, en période d’épizootie la mise 
en évidence de nouveaux types, lorsqu’ils se présentent, devient 
une nécessité immédiate que seule la fixation du complément peut 
réaliser dans les plus brefs délais par titrages comparatifs. La 
préparation d’un sérum de cobaye a partir de la souche nouvelle 
apporte en dernier lieu une confirmation complémentaire et 


définitive. 
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3° Le contréle des souches de production des instituls spécia- 
lisés. — Il arrive fréquemment que ]’on constate la brusque appa- 
rition d’un mélange de deux types au cours d’une production 
monovalente de virus aphteux, que ce soit par la méthode classique 
Waldmann ou par la méthode Frenkel. Il importe d’éviter ces 
mélanges fort inopportuns dans l'utilisation ultérieure du vaccin 
préparé dans ces conditions. Une épreuve sérologique réalisée 
a partir de chaque production évite tout accident, a la condition 
que lVantigéne se présente sous une certaine concentration 
au-dessous de laquelle il ne peut plus étre mis en évidence bien 
qu’il soit encore décelable par les épreuves immunologiques. 
Néanmoins, ce fait n’enléve rien a la valeur de la réaction qui 
révélera ce mélange de virus aprés un ou deux passages sur 
animaux sensibles. 

° Le contréle des types et des variantes anligéniques contenus 
dans les vaccins anti-aphteux. — Ce controle est actuellement 
effectué dans les laboratoires d’état en Amérique du Sud. C’est 
application d’une méthode mise au point et décrite par Hobohm, 
Petermann et Forest. Son but est d’obtenir par élutions succes- 
sives, l’antigéne aphteux adsorbé sur le gel d’alumine des vaccins 
afin de pouvoir ensuite lidentifier par la réaction de fixation du 
complément. Sans étre encore un moyen de contréle in vitro du 
vaccin, ce procédé constitue cependant une technique pour déceler 
les fraudes sur les vaccins; il permet de juger si ceux-cl 
contiennent réellement le type ou la variante antigénique sous 
Pétiquette desquels ils sont présentés. 

5° Diagnostic différentiel de la fiévre aphteuse et de la stomatite 
vésiculeuse contagieuse. — Ces deux maladies étant pratiquement 
identiques dans leurs symptémes, le diagnostic différentiel en 
période d’épizootie aphteuse s’avére particuliérement délicat. 

A Vorigine la différenciation s’est faite par inoculation aux 
animaux sensibles : procédé long et onéreux. Aussi a-t-on cherché 
a mettre au point une réaction sérologique permettant dans les 
pays infectés par ces deux maladies de les identifier rapidement. 
De bons résultats ont été obtenus sur ce point par Camargo, 
Schoening, MéhImann, Brooksby. 

La réaction de fixation du complément a été également utilisée 
dans le diagnostic différentiel de la fiévre aphteuse et de l’exan- 
théme vésiculeux du pore par Bankowski et ses collaborateurs , qui 
ont pu prouver de cette fagon existence de trois types de virus 
de Vexanthéme. 


B. Sérum inconnu. — Le sérum inconnu peut ¢tre soit un sérum 
de cobaye hyperimmunisé devant servir comme étalon et dont il 


faut établir le titre, soit un sérum d’animal convalescent de fievre 
aphteuse. 


FIXATION DU COMPLEMENT DANS LA FIEVRE APHTEUSE 549 


1° Controle et titrage des sérums étalons d’animaux hyper- 
ummunisés. — On utilise pour ce faire des antigénes préparés 
i partir de souches pures conservées au congélateur. L’opération 
consiste 4 faire des dilutions croissantes de sérum de facon a 
déterminer la dilution la plus forte a laquelle on obtienne encore 
une réaction positive & quatre croix en présence de l’antigéne 
correspondant. D’autre part, un certain nombre de dilutions moins 
poussées doivent étre mises en présence d’antigénes des autres 
types, de fagon a dépister la présence d’anticorps non spécifiques 
du type que l’on recherche. Ces opérations sont a la base de la 
réaction de fixation du complément en matiére de fiévre aphteuse. 

2° Diagnostic rétrospectif de la fiévre aphteuse avec les sérums 
de convalescents. — Il est souvent impossible au praticien, pour 
les raisons diverses, de faire un prélévement sur l’animal malade 
en cours d’évolution. Il est au surplus intéressant de connai're 
le type ou les types contre lesquels un sujet a été vacciné. Dans 
les deux cas la réaction de fixation du complément donne satis- 
faction en éprouvant le sérum de l’animal convalescent ou vaccine 
vis-a-vis d’antigénes aphteux différents. 

Différentes techniques ont été proposées : l'une due a Guarini 
et appliquée ensuite par Nordberg et Schjerning-Thiesen met en 
ceuvre les solutions hypertoniques a 15 p. 1000 de chlorure de 
sodium ; l’autre est une réaction d’inhibition de Ja fixation du 
complément déja préconisée par Telez Giron pour le diagnostic 
différentie] de la stomatite vésiculeuse et de la fiévre aphteuse et 
récemment exposée par Christine EK. Rice et J. B. Brooksby. 


2° ANTIGENE ET SERUM CONNUS. APPLICATION D’ORDRE DOGMATIQUE. 


Il est possible d’obtenir de la réaction de fixation du complé- 
ment des renseignemen!s utiles en opérant avec des éléments 
connus. Ce sont ces éléments eux-mémes que |’on peut étudier 
dans le cadre de la recherche pure. Des lors sont possibles des 
recherches : 

1° Sur la constitution antigénique du virus aphteux. — Le virus 
aphteux, comme d’autres ultravirus, peut étre fractionné par 
électrophorése ou par ultracentifugation. On a pu ainsi se rendre 
compte de |’existence d’éléments différents dont les uns fixent le 
complément et les autres sont seuls virulents. La fixation du 
complément intervient donc ici comme un moyen de contréle, au 
cours des divers essais de séparation des éléments caractéristiques 
du virus, de ]’évolution de ceux-ci. 

2° Sur le parallélisme des pouvoirs sérologique et immunolo- 
gigue et leur rapport possible avec le pouvoir pathogéne. -— Ce 
probléme occupe actuellement de nombreux chercheurs. Il serait 
en effet intéressant de posséder une réaction de laboratoire, en 
loccurrence la fixation du complément, permettant d’évaluer rapi- 
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dement la valeur immunologique ou le pouvoir virulent d’une souche 
de virus, sans utiliser un grand nombre d’animaux. Mais une telle 
réalisation n’est possible que si un parallélisme assez étroit 
existe entre ces propriétés du virus. Brooksby a déja fait de cette 
réaction un moyen de titrage de la virulence du virus aphteux. 

3° Sur la représentation graphique rationnelle de la constitution 
du virus aphteux. — Les résultats obtenus dans les recherches sur 
Ja constitution du virus aphteux et sur le parallélisme de ses 
différentes propriétés sont en faveur d’une représentation gra- 
phique et schématique de celui-ci, mettant en évidence les rapports 
sérologiques, immunologiques et pathogenes des types entre eux 
et des variantes entre elles. 


IV. -— Identification de quelques souches de virus aphteux 
par la réaction de fixation du complément, 


par H. Girarp et C. Mackowl1ak. 


Quelques exemples d’identifications types, glanés dans les 
archives de notre Service de Sérologie, permettent de saisir 
Yimportance d’un tel diagnostic. 

Nos identifications ont porté sur des prélévements en prove- 
nance de la France métropolitaine et d’Outre-Mer, et de pays 
étrangers. En ce qui concerne la France, notre service de 
diagnostic a pu établir la carte des virus au cours de la derniére 
épizootie et la tenir 4 jour lors de la période difficile de la 
coexistence des trois virus types. En dehors de la France, nous 
avons été consultés a plusieurs reprises par des ressortissants 
étrangers et Venezuela, Colombie, Turquie, Gréce, Iran, Syrie, 
Egypte ont pu profiter de nos identifications pour instaurer une 
prophylaxie rationnelle de la fiévre aphteuse. 


IDENTIFICATION DU vIRUS O,. 


Les années 1948, 1949, 1950 et début 1951 ont été, en France, 
relativement faciles pour la prophylaxie de la fiévre aphteuse, 
car notre pays n’a connu sur son territoire qu’un seul virus : le 
virus O. 

Cependant, en mars 1948, nous avons constaté un certain 
nombre de ruptures d’immunité dans le département de l’Orne. 
Une étude approfondie nous a permis d’identifier le virus comme 
une variante du type O. Ce fut le virus « O Normandie » rattaché 
depuis 4 la variante « O, ». 

Nous n’entrerons pas dans les détails de cette identification, 
une étude spéciale ayant été publiée antérieurement [42]. I] faut 
néanmoins souligner que cette « variante », qui provoquait des 


ruptures d’immunité sur des animaux vaccinés avec le virus O,, 
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possédait une gamme antigénique des plus larges. Son caractére 
« dominant » est aujourd’hui nettement ¢tabli et assure une pro- 
tection efficace contre tous les types O connus. 


FiivRE APHTEUSE AU VENEZUELA. 


L’année 1950 marque le réveil de la fiévre aphteuse un peu 
partout dans le monde. L’Institut commence a recevoir les préle- 
vements de plusieurs pays, notamment de la Syrie, de Ceylan, de 
PIran et du Venezuela. Si les premiers prélévements n’ont 
présenté aucune difficulté pour étre rapportés au type O, par 
contre le prélévement en provenance du Venezuela a exigé une 
étude spéciale. Avant 1950, au dire du D* Basille alors professeur 
4a Ecole Vétérinaire de Caracas, seule la stomatite vésiculeuse 
était rencontrée au Venezuela. L’apparition de la fiévre aphteuse 
devait, au début, préter Aa confusion. Mais l’extension de la 
maladie finit par inquiéter les autorités qui cherchérent a établir 
un diagnostic précis. Au début de juillet de cette méme année, 
nous avons donc regu, rapportés par le D* Basille lui-méme, 
plusieurs prélévements aux fins d’identification. Celle-ci soulevait 
un certain nombre de difficultés ; les souches ayant été atténuées 
par un long voyage, il fallait tout d’abord les repasser sur bovins ; 
il convenait ensuite de s’assurer du diagnostic de fiévre aphteuse 
en excluant l’existence ou la coexistence de Ja stomatite vésicu- 
leuse. I] était nécessaire, enfin, en cas de fiévre aphteuse confirmée, 
d’identifier le virus en cause. 

Malgré l’absence de sérum antistomatile vésiculeuse, nous avons 
pu rapidement exclure cette affection et confirmer la fiévre 
aphteuse A virus O, car fin juillet l’expérimentation concluait : 

1° [Les chevaux restent insensibles a inoculation ; 

2° Les cobayes inoculés par voie intracérébrale ne font pas de 
réactions méningées ; 

3° Les beeufs inoculés par voie intramusculaire généralisent ; 

4° La fixation du complément a l’aide de sérum anti-aphteux 
de type O est nettement positive. 

L’étude immunologique ultéricure nous a permis de constater 
que ce virus était analogue au virus O existant a l’époque en 
France. ‘Les résultats de cette identification furent corroborés par 
les recherches faites 4 Pirbright. 


Virus A, DE GRiCE. 


En janvier 1951, le Ministére de |’Agriculture de Gréce est entré 
en contact avec I’Institut Francais de la Fiévre Aphteuse pour 
résoudre un probléme angoissant : a la fin de l’année 1950 éclatait 
dans ce pays une épizootie de fiévre aphteuse qui revétait une 
forme trés grave, avec mortalité allant jusqu’a 30 p. 100. A cette 
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époque la Gréce importait beaucoup de bétail laitier de race en 
provenance de différents pays d’Europe. Ces animaux avaient ¢éte 
vaccinés dans leur pays d’origine, avant l’exportation, a l'aide 
des vaccins bivalents O-A fabriqués dans ces pays respectifs. Or, 
la fiévre aphteuse sévissait plus particuli¢érement parmi ce cheptel 
importé, de grande valeur. 

A priori, un diagnostic s’imposait: celui de fiévre aphteuse 
a virus C. Pourtant examen des échantillons que nous avions 
recus ne nous permettait pas une telle conclusion. Nous n’obte- 
nions aucune réaction avec les sérums anti-C et -O mais, en 
revanche, une hémolyse assez faible avee le sérum anti-A. Nous 
n’osions cependant pas nous prononcer sur Videntité de cette 
souche ; il est vrai qu’a l’époque nous ne disposions pas de la 
gamme de sérums des nombreuses variantes A. 

Nous avons alors préparé un vaccin a partir de la souche isolée. 
Ce vaccin a enrayé rapidement |’épizootie. C’est seulement quatre 
mois plus tard que, disposant de sérums de toutes les variantes A, 
nous avons pu étiqueter cette souche comme étant la variante A,. 
Ubertini pense d’ailleurs que la derniére grande épizootie euro- 
péenne a virus A, — dénommé a juste titre A, par lui-méme — 
a débulé en Gréce et non en Allemagne comme on se plait 
a Vaffirmer. 

IDENTIFICATION DU vIRUS Ay. 


A la fin de juillet 1951, il est apparu dans la région de Limoges 
quelques cas de ruptures d’immunité sur des animaux vaccinés. 
L’enquéte faite immédiatement sur place, par lun d’entre nous, 
a révélé la probabilité de Vexistence, & coté du virus O jusqu’ici 
classique en [’rance, d’un autre virus. L’apparition d’un certain 
nombre de ruplures sur des animaux vaccinés avec le vaccin 
bivalent a fait immédiatement penser au virus C€. Telle a été 
d’ailleurs la conclusion du Laboratoire des Recherches qui utili- 
sait pour son identification la méthode de l’immunité croisée. 

Or, la fixation du complément avec toute la gamme des sérums 
-anl-A nous a permis trés rapidement d’identifier cette souche 
comme étant du type A, variante A,. (Diagnostic confirmé depuis 
par les auteurs italiens, Laboratoire de Brescia, et les auteurs 
belges.) C’était la premiére constatation du virus A sur le terri- 
loire de la France métropolitaine depuis la guerre. 'L’enqué'e n’a 
pas pu ¢tablir avec exactitude quelle en était lorigine. Il semble 
quil ait été apporté par des animaux importés d’Allemagne ov 
il sévissait déja depuis fort longtemps. 

Les vaccinations appropriées organisées tres rapidement ont 
permis de circonscrire l’étendue des foyers et la variante A, ne 
s'est pas développée en France. Ceci constitue un exemple 
démonstratif de Vintérét du diagnostic rapide du type, car j] 
permet la mise en ceuvre de mesures adéquates. 
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VIRUS DE L’EPIDEMIE 1951-1952. 


Cependant, l’été 1951 a vu la naissance d’une grande vague 
épizootique en Allemagne, vague qui s’est poursuivie en 1952 en 
Hollande, en Belgique, en France, en Angleterre, et due d’abord 
au virus A, et ensuite au virus C. Nous pensons quant a nous, 
nous Vavons déja dit, que l’origine est a rechercher en Gréce au 
début de 1951. 

La reprise normale des contacts commerciaux, l’importation et 
Yexportation d’animaux de l’aprés-guerre ont d’ailleurs grande- 
ment facililé l’extension de |’épizootie a travers toute I’Europe. 

A la fin du mois d’octobre 1951, nous avons pu identifier le 
premier foyer 4 virus C dans le département de la Céte-d’Or. Cette 
identification rapide et l’action énergique de la Direction des 
Services Vétérinaires qui a pris toutes les mesures sanitaires 
nécessajres et ordonné la vaccination en anneau ont permis, encore 
une fois, ]a localisation du virus. Néanmoins, la vague épizootique 
qui déferlait sur |’Europe Centrale et du Nord-Ouest s’approchait 
de la France. Le manque de vaccination systématique aux fron- 
licres a facilité la pénétration des deux virus, A, d’abord, et C 
ensuite. Pour ce dernier nous avons pu suivre pas a pas son 
développement. D’abord les prélévements envoyés de la Sarre 
ont montré l’existence de foyers tout prés de la frontiére, ensuite 
les premiers cas sont apparus dans les départements limi- 
trophes. Quant au virus A,, trés envahissant, il a rapidement 
franchi la frontiére et a élé constaté simultanément en plusieurs 
points. 

Les années 1952 et 1953 ont vu la coexistence, sur notre sol, 
des trois virus O, A et C. De ce fait, le probleme de l’immuni- 
sation est devenu trés compliqué. Comme il était indispensable 
que les Services Officiels, le praticien et les Instituts producteurs 
soient renseignés exactement sur la nature du virus, dans les 
nouveaux foyers, VI. F. F. A. a tenu a jour, dans la mesure du 
possible, une carte de la répartition des virus sur laquelle on 
portait chaque nouvelle identification. 

Ainsi au cours de lannée 1952, notre service d’identification 
a recu 553 prélévements qui ont permis de mettre en évidence : 
cent soixante et une fois le virus O, cent trente-cing fois le 
virus A, cinquan'e-six fois le virus C. ‘Les autres prélévements 
n’ont pas donné de résultats soit & cause du pouvoir anticomplé- 
mentaire, soit par suite de quantité insuffisante. 

Au cours de l’année 1953, il a été effectué sur 289 préleévements : 
76 diagnostics de virus O, 80 diagnostics de virus A, 30 diagnostics 
de virus C. 

Dans ce début 1954, si ’enzootie a succédé a l’épizootie, nous 
conlinuons néanmoins a assurer les diagnostics de type. Ils nous 


554 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


permettent de mettre en évidence la coexistence a |’état larvé des 
trois types de virus. 
CoNCLUSIONS. 


Les applications de la réaction de fixation du complément dans 
la fiévre aphteuse sont nombreuses. La méthode permet en parti- 
culier le diagnostic des types et des variantes du virus spécifique, 
le diagnostic différentiel des stomatites et notamment celui de la 
stomatite vésiculeuse contagieuse, les controles systématiques a la 
production du virus, du sérum et du vaccin, et des recherches 
d’un grand intérét dogmatique. 

Parmi les diverses techniques proposées en sérologie aphteuse, 
il convient de choisir une technique de diagnostic rapide et suffi- 
samment précise (technique Kolmer modifiée en tubes), et de 
recherche trés précise, quelles qu’en puissent étre la lenteur et 
la complexité (technique de réaction 4 50 p. 100 en probits), et 
aprés avoir toutefois apporté un soin extréme a l’obtention de 
réactifs convenables. 

Il est indispensable de titrer rigoureusement les divers éléments 
de la réaction de fixation du complément pour satisfaire aux bases 
théoriques exigées par l’exécution rationnelle de la réaction. 

La prophylaxie de la fi¢vre aphteuse ne peut se concevoir sans 
une connaissance exacte et rapide du virus en cause dans tous les 
foyers nouvellement apparus, ce que rend possible la pratique de 
la fixation du complément. L’expérience de la derniére épizootie 
a amplement démontré la justesse de ces vues, car un diagnostic 
rapide a trés souvent permis de limiter l’extension de la maladie. 
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STREPTOCOQUES D'ORIGINE HUMAINE 
ETUDE BACTERIOLOGIQUE DE 217 SOUCHES 


1. — CARACTERES MORPHOLOGIQUES. 
ACTION DES ANTIBIOTIQUES 


par G. ANDRIEU, L. ENJALBERT et L. LAPCHINE (°). 


(Chaire de Bactériologie et Hygiéne, Faculté de Médecine, 
Toulouse.) 


Nous nous sommes intéressés depuis deux ans au probléme de 
Videntification bactériologique des streptocoques rencontrés chez 
Vhomme lorsque ces germes représentent la cause unique, ou la 
flore prépondérante, d’une infection générale ou locale. 

Pour 217 souches retenues nous obtenons : 

89 streptocoques groupables ; 

128 streptocoques non groupables par la méthode de Lance- 
field. 

Il apparaissait donc que, pour la majorité de nos souches, 
nos recherches devaient s’orienter vers d’autres caractéres de 
différenciation que le groupage. 

Nous avons étudié systématiquement ces streptocoques : 

D’aprés la morphologie microscopique de leur colonie, leur 
aspect sur gélose au sang. Nos constatations feront l’objet d’un 
premier mémoire en méme temps que |’étude de |’action des anti- 
biotiques usuels sur ces germes. 

D’aprés leurs caractéres sérologiques et biochimiques. Ces 
derniers points feront l’objet d’un autre travail (a paraitre). 


ORIGINE DES soucHES. — Notre étude porte sur 217 souches de strep- 
tocoques isolées au Laboratoire de Bactériologie du Centre Hospitalier 
\égional de Purpan (Toulouse). Ces germes viennent de malades 
hospitalisés dans les services médicaux et chirurgicaux aussi bien que 
dans les services spécialisés. 


(*) Manuscrit recu le 23 aot 1954. 
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Ils sont d’origines variées, comme le montre le tableau ci-dessous : 


NATURE DES PRELEVEMENTS NOMBRE 

— de souches 
Hémocultures (dont Une*gingivale). ...-:....:-....), 81 
Prélévements pharyngesme. 5 2 5 4-5 oe eee Oe 
Prélévementsiendobronchiques) =. & 2 =) )e) aaa. aane 25 
Rusa Verstenw. a) Guam oes ne if Crore. ‘ o 6 oor AS: 
UrimesicFeqlcccw mur. © mes aegis, teen, cabeee oes ey 
Crachats (flore dominante). . . .. . aS re = Ba OKs) 
Sellesi(germre a hetatz pur) ee ae tem.| eens) ae eee 


Souvent une série de prélévements divers provient d'un méme malade 
ei nous aurons l'occasion de reparler de ces examens multiples, parti- 
culiérement intéressants. 

TECHNIQUES D’ISOLEMENT. Nos hémocultures sont ensemencées en 
ballon de bouillon glucosé accompagné de deux tubes d’Yvan Hall et 
d’un tube de gélose molle de Reilly. 

Pour les autres prélévements nos milieux sont toujours aéro-anaé- 
robies aussi: bouillon glucosé, tube de Brewer au thioglycollate de 
soude, milieux sélectifs s’il y a lieu et, toujours, une ou plusieurs 
boites de gélose au sang. 

Les préiévements sont ensemencés sur les boites par la technique 
dite des « quadrants » qui permet bien, comme le tube de Reilly, 
d’apprécier l’abondance de la pousse. Lorsque le germe donne des 
colonies rapprochées sur les quatres zones ensemencées, la culture est 
notée ++ [4]. 

Lorsque les colonies sont trés séparées sur les quatre mémes zones, 
elle est notée + [4]. 

Si la culture n’alteint que le quadrant 2, par exemple, elle est 
notée + [2] ou ++ [2] suivant l’abondance. 

Les étalements ainsi pratiqués par des techniciennes entrainées a cette 
méthode offrent la possibilité d’évaluer quantitativement la richesse 
en germes d’un prélévement. 

Aprés vingt-quatre et quarante-huit heures de culture en étuve la 
colonie suspecte est prélevée et mise dans 1 cm® de bouillon stérile. 
De ce bouillon partiront différentes cultures et, en _ particulier, 
des isolements, car la colonie de streptocoque est souvent mixte. 

Le reste de la colonie prélevée sert A la vérification morphologique et 
t la coloration de Gram. 

Les isolements sont faits sur boite de gélose au sang de lapin Aa 
5 p. 100 et sur boite de gélose ordinaire ou ascite pour l’étude de la 
catalase. La moindre effervescence de la colonie suspecte en présence 
d’eau oxygénée fraichement préparée (20 volumes) devrait éliminer le 
streptocoque qui est toujours catalase négatif. Mais il ne faut pas 
oublier l’existence possible de colonies mixtes, pour lesquelles la pro- 
duction de catalase par Vautre germe peut masquer la présence du 
streptocoque. Cette possibilité, que nous avons rencontrée méme dans 
les hémocultures, rend parfois difficile et long Visolement du strepto- 
coque, dont la colonie pure reste catalase négative aprés plusieurs 
isolements. 
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La recherche de la catalase est aussi facile en milieux liquides a la 
seule condition de ne pas employer de milieux au sang. 

Cette réaction de la catalase nous a toujours apporté une aide extré- 
mement précieuse, d’une part quand la morphologie du germe est 
alypique (diphtérimorphe ou pseudostaphylococcique), d’autre part 
quand la colonie elle-méme a un aspect inhabituel. Nous verrons qu’elle 
est particulicrement utile dans l’isolement des entérocoques. 

Il est trés important de noter l’aspect de la colonie sur les cultures 
d’origine, venant directement du prélévement, non seulement apres 
vingt-quatre heures mais aussi aprés quarante-huit heures et souvent 
une nuit supplémentaire de glaciére. Il est évident que les antibio- 
grammes, qui intéressent avant tout le clinicien, seront pratiqués dés 
que l’on dispose d’une colonie isolée, méme si tous ses caractéres ne 
sont pas définis. 

Pour aider A Visolement, parfois difficile, des streptocoques, nous 
avons utilisé, en dehors des repiquages classiques en séparation, l’aide 
du pouvoir bactériostatique de certains colorants incorporés a la gélose 
au sang (cristal violet au 1/500 000). Sur le milieu au cristal violet, 
le streptocoque pousse seul pendant dix-huit 4 vingt-quatre heures, 
mais aprés quarante-huit heures le pouvoir bactériostatique du violet 
ne suffit plus & empécher la pousse des autres germes. 

Ces tentatives d’isolement ont un avantage supplémentaire : au cours 
des repiquages successifs nous avons vu devenir typiques des strepto- 
coques difficiles & reconnaitre dans les premiéres cultures. 


TECHNIQUE DE CONSERVATION. — Nous conservons nos souches en gla- 
ciére, repiquées sur bouillon glucosé a 1 p. 1 000, additionné de 3 p. 100 
d’extrait de levure (yeast extract). Ce dernier produit est ajouté a tous 
rios milieux de culture. Il ne modifie pas les propriétés des milieux 
et favorise remarquablement la croissance des germes et des streptc- 
coques en particulier. 

Les souches se gardent facilement en glaciére 4 +4° C pendant deux 
mois, quelquefois plus (s’il s’agit d’un entérocoque, par exemple), en 
tubes simplement bouchés au coton, Les anciens auteurs préconisaient 
la conservation en ampoules scellées, mais cette précaution ne nous 
parait pas indispensable. Le bouillon ordinaire ne nous semble pas 
préférable et l’acidité produite en bouillon glucosé est négligeable, 
puisqu’elle reste aux environs de pH 6,8-6,5. 

Nous avons également essayé de conserver les souches sur gélose 
sanglante, sur bouillon au sang ou au sérum, mais nous sommes arrivés 
A la conclusion que le bouillon glucosé donne des résultats aussi bons, 
sinon meilleurs en glaciére. : 

L’autre moyen de conservation est la lyophilisation. Elle nous a rendu 
de grands services, car les repiquages répétés finissent toujours par 
modifier cerlains caractéres des streptocoques. La lyophilisation nous 
parait redonner la souche exactement telle qu’elle était au moment 
de la mise en ampoules. 

La souche & lyophiliser est mise sur gélose inclinée ordinaire (ou 
gélose ascite si la pousse est difficile). Aprés dix-huit a vingt-quatre 
heures (’étuve les colonies sont émulsionnées dans environ 0,5 cm? 
de lait écrémé stérile, puis mises en ampoules. Notre lyophilisation, 
faite A l’air liquide, a le privilége de congeler extrémement brutalement 
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la suspension de germes et nous pensons que ce départ favorable est 
pour beaucoup dans la trés bonne conservation de nos souches malgré 
un appareillage trés simple. 

Nous n’ajoutons aucun gaz inerte en fin de lyophilisation, ce qui 
a Vinconvénient de nous obliger 4 ouvrir les ampoules en atmosphére 
slérilisée par les rayons U.-V. 

Le contenu de l’ampoule & utiliser est dissous dans de l’eau distillée, 
puis ensemencé sur les milieux habituels : bouillon glucosé, gélose 
au sang de lapin. La culture du germe est quelquefois un peu lente, 
mais trés abondante dés la quarante-huitiéme heure. 

A Visolement d’une souche de streptocoque celle-ci est, dés les premiers 
repiquages, lysophylisée en plusieurs ampoules de facon a pouvoir chaque 
fois que nous en avons besoin repartir de la souche mére quelles que 
soient la durée ou la difficulté de notre étude bactériologique. 


I. -— Etude microscopique de la colonie de streptocoque. 
Les altérations de la gélose au sang. 


Parmi les nombreuses tentatives de classification des strepto- 
coques, celle de Schottmiller basée sur l’aspect du germe sur 
la gélose au sang est restée classique. 

Rappelons que cet auteur a distingué parmi les streptocoques 
les germes : 

Hémolytiques, retrouvés dans les suppurations, les états septi- 
cémiques aigus ; 

Non hémolytiques, retrouvés un peu partout et auxquels on 
n’accordait aucun pouvoir pathogéne ; 

Viridans, constituant un groupe trés disparate, qui donnent a la 
gélose au sang un aspect verdatre plus ou moins accusé. Leur 
pouvoir pathogéne est mal connu, mais on les retrouve dans 
cerlaines infections redoutables comme |’endocardite lente. 

Cette distinction est classiquement faite a lVoeil nu, sur une 
colonie de vingt-quatre heures cultivée sur un milieu au sang 
humain ou animal. L’entente est facile sur les streptocoques 
largement hémolytiques, comme sur ceux qui ne le sont pas. 
Mais, par contre, combien de discussions et de réponses par trop 
« subjectives » compliquent la bactériologie des infections au 
cours desquelles on rencontre les intermédiaires : un peu hémo- 
lytiques, un peu verdissants, variant avec les jours et les milieux. 

Aussi, dans notre élude, nous sommes-nous basés sur un travail 
de deux bactériologistes de Baltimore, Miss I. G. Schaub et Miss 
M. K. Foley [4] pour lesquelles ces hésitations ne peuvent exister. 

Devant toute culture de streptocoque ces auteurs montrent qu’il 
ne faut pas se borner 4 examiner ’hémolyse seule, mais la colonie 
lout enliére au faible grossissement du microscope. Une constata- 
tion semblable avait été faite en 1919 par Brown. — 

De plus, Schaub prouve qu’il convient d’examiner ees colonies 
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aussi bien sur la surface de la gélose qu’en profondeur, ce qui 
peut quelquefois révéler un aspect différent. 

Kn tenant compte exactement des données de Schaub, chacune 
de nos 217 souches a été étudiée au microscope (40 x a 60 x), 


ensemencée en surface et en profondeur, souvent a plusieurs 
reprises pour la méme souche. 


Technique d’ensemencement : A partir d’un bouillon de culture de 
vingt-quatre heures, nous prélevons une anse de platine que nous 
ensemengons dans un autre tube de bouillon pour avoir une dilution 
suffisante, et nécessaire pour une lecture correcte. 

Une anse de cette dilution est incorporée a de la gélose fondue, puis 
refroidie 4 45°, additionnée de sang de lapin (5 p. 100) et versée dans 
une boite de Petri. 


Quand la gélose est suffisamment prise, nous faisons un quadrant 
de raies d’ensemencement a la surface de la boite, & partir de la méme 
dilution du germe. Etuve a 387°, pendant quarante-huit heures. 


Avant de systématiser notre étude sur la gélose au sang de 
lapin comme le préconise Schaub, nous avons essayé d’utiliser 
le sang de mouton, de cheval ou du sang humain. Mais la lecture 
de l’hémolyse est plus difficile, souvent inconstante. Le sang de 
lapin présente des avantages certains. I] ne contient pas, ou trés 
peu, de principes anti-streptolysines. ‘Les hématies, bien colorées en 
rose, sont trés faciles 4 dinstinguer dans la gélose au microscope. 
Les zones hémolytiques sont extrémement neltes et les hématies 
intactes trés faciles 4 distinguer des hématies transformées. 

De plus, la récolte du sang de lapin ne présente aucune diffi- 
culté : les 20 a 30 cm® recueillis par ponction du coeur sont immé- 
diatement mis en solution conservatrice d’Alsever. Cependant, 
faute de sang de lapin, il vaut mieux employer du sang humain, 
ou, 4 la rigueur, du sang de cheval. 'Le sang de mouton ne nous 
parait pas convenir a cette étude, ce que la théorie explique bien 
par la présence habituelle d’anti-streptolysine O. 

La lecture est facile. Chaque colonie est examinée au micro- 
scope, en metlant au point d’abord sur une colonie de surface, 
puis sur une colonie incluse dans la profondeur du milieu. Cet 
examen est a faire trois fois: aprés vingt-quatre heures d’étuve, 
aprés quarante-huit heures d’étuve et une nuit supplémentaire pen- 
dant laquelle la boite est mise en glaciére. La double lecture est 
souvent nécessaire pour que l’aspect définitif de la colonie soit net 
et l’épreuve de la glaciére souvent utile pour révéler une hémo- 
lyse discréte, ou rendre plus netle une hémolyse déja visible apres 
étuve. 


CoLonies DE suRFACE. — Tout autour de la colonie qui apparait 
comme un disque plus ou moins dense, les hématies vont étre 
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soit inchangées, soit détruites completement, soit décolorées ou 
fixées. 

Elles sont inchangées, et les colonies sont dites y lorsque leur 
disque repose sur un milieu semblable a celui du reste de la 
boite, garni d’hématies bien colorées et intactes. A l’ceil nu on 
percoit souvent cette intégrité du milieu. oe 

Elles sont détruiles complétement lorsque la colonie dite p est 
au centre d’une zone circulaire transparente, d’hémolyse plus ou 
moins large. Au microscope, dans cette zone claire, on ne volt 
plus d’hématies et, s’il en persiste quelques débris, ceux-ci dispa- 
raissent aprés l’épreuve de la glaciére. La colonie est exactement 
le centre de la zone d’hémolyse, due en surface a la seule strepto- 
lysine S produite par les germes (Todd) [2]. Une colonie fb se 
reconnait souvent a l’ceil nu. Cependant le microscope nous a 
permis de découvrir des colonies B typiques, pour lesquelles la 
zone d’hémolyse extrémement étroite nous aurait laissé dire 
colonie y a lceil nu. 

Enfin les hématies peuvent étre décolorées et fixées. La colonie 
dite a est entourée d’un amas circulaire d’hématies jaunes, qui 
semblent vidées de leur pigment, mais dont la charpente est restée 
intacte. 

Nous arrivons ici au point le plus intéressant précisé par Schaub 
et Foley. Ces colonies a, entourées de leur couronne d’hématies 
décolorées, peuvent étre, ou ne pas étre, hémolytiques. 

Lorsqu’elles sont hémolytiques, la zone transparente apparait 
autour de la couronne d’hématies fixées. Brown (1919) avait 
désigné ces colonies comme a‘. Nous trouvons plus explicite de 
les désigner dans notre étude, aussi bien que dans notre travail 
de laboratoire d’ailleurs, par la notation « + h. 

‘Lorsque ces colonies ne sont pas hémolytiques, les hématies 
normales du milieu font immédiatement suite a la couronne 
Vhématies décolorées caractérisant la colonic a. 

Certains germes donnant des colonies a contiennent une 
substance quia la propriété d’oxyder Vhémoglobine du sang et 
de la transformer en méthémoglobine. Ce phénoméne explique 
Yapparition autour des colonies a de la pigmentation vert franc, 
ou verdatre, ou brune selon le germe et |’Age de la culture. Cette 
coloration est parfaitement visible a loeil nu. Au microscope, par 
contre, Jorsque la colonie est grossie une cinquantaine de fois, ce 
n'est plus la coloration verte de l’ensemble des hématies trans- 
formées qui apparait, mais l’altération de chacune des hématies 
décolorée et « fixée », 

Lorsque l’on se contente d’un examen des colonies de strepto- 
coques a 4 l'oeil nu, plusieurs causes d’erreur sont évidentes : 

La zone d’hémolyse qui fait suite aux hématies fixées fait 
répondre : streptocoque hémolytique ; 
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La zone d’hématies fixées est si peu importante qu’on ne peut 
la voir & Voeil nu, et l’on dit : streptocoque y ; 

La zone d’hématies fixées est trés importante et verdit le milieu : 
on parle alors de streptocoque viridans. 

Or, toules ces colonies ne sont que des colonies de strep- 
locoques a. 

Ces distinctions sont importantes, non seulement en théorie, 
mais surtout en raison des conséquences quotidiennes que nous 
sommes appelés 4 en tirer, comme d’autres auteurs, du point de 
vue des sensibilités aux antibiotiques (M. L. Koch) [8]. 

Les 217 souches de streptocoques étudiées en surface nous ont 
donné : 


SOUCHCSWArmy me Kee nme se Sh) ta) hu seelel Fas. oe eee 20) 
SOmehe Seco es rmliRe pan ee ee ae reas ant an OP es Memes 60 
NOMIC IC SiGe prey ce ate cat pr cub taht woe Pa ccna sso Ss eae ie OD 
OUICIICS some me eter gs cen ne! peers wet nets, «eet vies ee eo 
COLONIES EN PROFONDEUR. — Nous avons pu retrouver les diffé- 


rents aspects minutieusement décri's par Schaub dans la profon- 
deur de la gélose au sang de lapin, et, parmi nos 217 souches, 


nous avons : 


Souches 6 2. . 45 
Souches « +h. 75 
Souches «. 50 
Souches y. 4T 


Les colonies ont, dans l’ensemble, un aspect voisin de celui 
rencontré en surface, mais la lecture est toujours plus facile en 
raison de la trés grande netteté des caractéres B, a, ou y. 

La colonie B est un point opaque, au centre exact d’un globe 
transparent, vide d’hématies, dont le diamétre peut dépasser 
4 mm. Cette action hémolytique en profondeur est due a la seule 
streptolysine O. Lorsque le germe, ce qui est fréquent, produit 
les hémolysines S et O, les colonies de surface et de profondeur 
s’entourent d’une zone d’hémolyse. Lorsque la streptolysine O est 
seule, le germe n’apparait hémolytique qu’en profondeur. 

La colonie « est souvent invisible sous l’amas, qui l’enrobe, 
des hématies décolorées. A l’ceil nu ce sont ces amas d’hématies 
que l’on prend souvent pour la colonie qu’ils cachent. La colora- 
tion verte peut étre aussi nette qu’en surface. 

La colonie y est nettement visible, comme une petite lentille, 
souvent comme deux lentilles croisées, au milieu de la gélose 
intacte. 

VARIATIONS DE L’ ACTION DES STREPTOCOQUES 
SUR LA GELOSE SANG DE LAPIN. 


A. Différences entre les colonies de surface et de profondeur. — 
Il est indispensable, d’aprés Schaub, d’étudier ces deux aspecis 
pour une méme souche. Nos 217 souches ont ¢té examinées, dés 
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Visolement puis au cours de différents repiquages, en surface ct 
en profondeur (aprés quarante-huit heures d’étuve et épreuve de 
la glaciére). 

Les 40 souches B en surface sont toujours restées B en profon- 


deur. 
Les 60 souches a + h en surface ont donné en profondeur : 


SpMONOS' Bet. Se wt kes le we LpRc eee ot Ccmeeweien gee EN Reece 
SoWuches: te cae ee eo eh ee ek ete eo clas Pore arse ee 


Les 68 souches a en surface ont donné en profondeur : 


SOuCHeS#@ las. beet inc ces eieel eke alse) Swine Ree emeet tele Pee ce 
Souches « +h. SA Sp op wom Ses thane aes 16 
Sowchesy ya; cre ose. <p. eno ei Ge ema og Olea ce A en 


Les 49 souches y en surface ont donné en profondeur : 


SOC ne = ee er tes Gee Sor eke a ak 


Les caractéres des colonies ont été notés au premier isolement 
du germe. L’examen de ces chiffres montre que la variation 
touche surtout les souches a et a + h. Les souches £B et y varient 
peu, et l'étude des colonies profondes augmente plus le nombre 
des colonies B que celui des colonies y. 

A cété de lintérét que peuvent avoir ces variations, la double 
étude des colonies de streptocoques en surface et en profondeur 
a le mérite de rendre indiscutable, pour une colonie isolée, le 
caractére du germe sur gélose au sang. 

B. Variations dans le temps. — Une souche de streptocoque, 
étudiée sur gélose au sang de lapin, peut varier au cours des 
différents repiquages. Ces variations se produisent en général dés 
les trois ou quatre premiéres subcultures. La souche prend ensuite 
son aspect définitif. 

Nos souches 711 et 30035, par exemple, avaient au moment de 
Visolement une colonie de type y. Aprés trois repiquages sur 
gélose au sang, ces germes ont pris les types a et a + h, restant 
invariables par la suite. 

La souche 31557 qui était & Visolement a + h (hémolyse trés 
légére) est devenue franchement B aprés deux repiquages. 

La souche 8872 élait « + h, avec verdissement du milieu au 
moment de l’isolement, puis aprés trois repiquages a pris le 
caractére y. 

Les colonies de type B a Visolement ne changent jamais de 
caractére par la suite, si ce n’est que la dimension de la zone 
d’hémolyse diminue peu A peu au cours des repiquages, jusqu’a 
devenir invisible 4 l’ceil nu. Elle reste toujours indiscutable au 
microscope. 

Les colonies de type B et y varient peu souvent en réalité. 
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Sur 217 souches étudiées, 15 seulement ont varié dans le temps : 


Souches| « deyvenues a -= h ...-.-...... 5 
S uches a devenues y . 2 
Souche « + h devenue B ... 4 
Souches « + h devenues «. . 2 
Souches « + h devenuesy..... 2 
Souches yidevenuesea -w.06 an. 1c) & 3 


Cette étude des variations dans le temps porte en général sur 
une dizaine de repiquages pour chaque souche, trés souvent éloi- 
gnés les uns des autres de plusieurs mois. 

Pour nos souches conservées par lyophilisation, nous n’avons 
jamais constaté de variation dans le temps (deux ans maximum) 
et avons toujours retrouvé le germe tel qu’il était au moment 
de la mise en ampoules. 

Toutes nos études ultérieures ne considérent que les caractéres 
des souches a Visolement initial, en surface et profondeur. 


ASPECTS DE LA COLONIE DE STREPTOCOQUE. 


En dehors de toute transformation du milieu autour de la 
colonie, les bactériologistes se sont trés tét apercus que la 
colonie elle-méme peut avoir des aspects trés différents. Todd, en 
1927, observe que les streplocoques donnant des colonies mates 
sont plus virulents que ceux donnant des colonies lisses. Avec 
R. Lancefield, ce méme auteur montre que la différence concorde 
avec la richesse des souches en protéines antigéniques « M ». 
Schaub insiste beaucoup sur |’étude microscopique de la colonie 
elle-méme et parvient 4 une véritable identification. 

Nous tirons grand bénéfice de cette étude car la colonie de 
streptocoque, sur gélose au sang de lapin, est: de volume 
variable, de forme et consistance variables, de relief variable, de 
couleur variable suivant les souches. 

Ces différences, bien connues déja par l’examen a la loupe 
ordinaire du bactériologiste, prennent une importance considé- 
rable vues au faible grossissement du microscope ordinaire, ou 
bien avec une forte loupe binoculaire (x 30). ‘L’examen 4 un 
plus fort grossissement (x 120) en contraste de phase est intéres- 
sant, mais non indispensable, bien qu’il facilite beaucoup les 
observations. 

Un premier avantage est de reconnaitre que la colonie qui nous 
intéresse n’est pas faite de deux ou plusieurs colonies agglo- 
mérées et trop bien réunies pour étre distinguées a l’ceil nu. Ce 
cas est fréquent, méme lorsque les colonies paraissent parfaite- 
ment isolées et la culture monomicrobienne. 

Un deuxiéme avantage est de pouvoir, avec un fil de platine 
trés fin et droit, prélever trés peu de germes en touchant la 
colonie sous le contréle de Ja loupe binoculaire. Si petite que soit 
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la colonic, nous n’avons jamais eu de difficulté & faire sur elle 
les épreuves de colorations et les prélévements pour repiquages. 

Un dernier avantage, le plus important, est de pouvoir « carac- 
tériser » chaque souche de streptocoque par les aspects qui lui 
sont propres 4 l’examen microscopique de la colonie [4, 5]. 

Les souches hémolyliques B ont souvent des colonies larges de 
plus de 1 mm, plates, blanc jaunatre, réguhiérement bombées. 
Elles sont plus larges que hautes et, aprés quarante-huit heures 

’étuve, s’affaissent souvent sur les bords, prenant un aspect de 
minuscule assiette creuse renversée, dont le bord serait un peu 
godronné. 

Leur consistance est crémeuse, homogéne, ce qui rend le prélé- 
vement a leur niveau trés aisé. Elles gardent longtemps cet aspect 
durant les repiquages, restent inchangées aprés lyophilisation. 
Cependant, apres une dizaine de repiquages, la colonie est plus 
terne, mais non rugueuse. 

Les souches « donnent en général une colonie trés petite, infé- 
ricure au millimétre, souvent presque transparente. Les colonies 
sont d’abord bombées, rondes et lisses au sortir de l’étuve, puis 
s’affaissent et deviennent plates, homogénes et réguliérement 
rondes, trés semblables les unes aux autres. 

Certaines de ces colonies « sont au contraire trés_ tassées, 
opaques, punctiformes, presque enfoncées dans le milieu, et se 
cassent au contact du fil de platine. Leur surface est tourmentée, 
présente des anfractuosités trés semblables 4 elles-mémes lorsqu’il 
sagit, par exemple, de souches provenant d’une succession 
@hémocultures chez le méme malade. !Les repiquages ne changent 
pas leur aspect trés particulier, ni la lyophilisation, et au cours 
@infections de longue durée nous avons pu _ reconnaitre un 
streptocoque dans divers prélévements espacés de plusieurs 
semaines. (L’identification et le groupage ultérieurs ont confirmé 
qu'il s’agissait du méme germe : streptocoque du groupe K dans 
cing hémocultures et un prélévement amygdalien) {6}. 

Les souches y donnent des colonies de taille trés variable, mais 
inférieure au millimétre en vingt-quatre heures. Elles sont visibles 
i TPoeil nu, et apparaissent au microscope bombées, hémisphé- 
riques, d’opacité réguli¢re et homogéne, comme posées sur la 
gélose au sang, sur laquelle elles évoquent l'image d’une calotte 
trés ronde. Le prélévement A leur niveau est facile en raison de 
leur consistance molle. Ces colonies ne s’affaissent pas en étuve 
ou en dehors de l’étuve. 

Mais parmi les souches de streptocoques, quel que soit l’aspect 
de I’hémolyse accompagnant la colonie, il est une calégorie de 
germes qui ne correspond absolument pas aux descriptions que 
nous venons de donner, ce sont les entérocoques. 

Leur colonie est toujours, dés les premiers isolements, de taille 
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supérieure a celle des autres streptocoques. Elle est d’un blanc 
trés pur, le centre est opaque, assez large, et la périphérie reste 
transparente. ‘La colonie qui dépasse le millimétre de diamétre 
avant vingt-quatre heures est ronde, un peu étalée sur le milicu, 
mais garde toujours une forme légerement conique qui lui donne 
un aspect brillant trés particulier. Elle ressemble étonnamment, en 
plus petit, a la colonie des germes Gram-négatifs (entérobactéri ies 
et surtout colibacilles) sur sélose au sang de Japin. 

Sur gélose ordinaire, on retrouve l’aspect classique des colonies 
fines bleutées, transparentes, qui fusionnent en une nappe trans- 
parente en quarante-huit heures. 

I] faut insister sur cet aspect de la colonie d’entérocoque, car 
il reste inchangé lorsque la colonie est p, o, a + h, ou y. Le plus 
souvent la forme de la colonie permet une identification trés 
rapide que vient confirmer la morphologie du germe, les réactions 
biochimiques et sérologiques. 

Les seules hésitations possibles sont en apparence paradoxales, 
mais vite redressées par la réaction de la catalase et la coloration 
de Gram (confusion des entérocoques avec les Escherichia, cer- 
tains staphylocoques blancs et certaines levures). 


Nous avons noté aussi l’aspect particulier des différents streptocoques 
en bouillon ordinaire. Nous ne saurions les décrire mieux que les 
anciens auteurs (Besson [7]). En fonction de leurs aspects différents 
sur la gélose au sang : les souches B donnent dans l’ensemble 1’aspect 
typique de bouillon clair avec dépét floconneux ou granuleux ; 

Les souches y troublent en général le bouillon avec peu ou pas de 
dépot ; 

Les souches g, peuvent donner tous les aspects. 

Il semble que l’on puisse établir une relation entre aspect morpho- 
logique du germe et son aspect en bouillon. Les chainettes longues 
donnent souvent des dépéts dans un bouillon clair ; les chainettes 
courtes se voient surtout dans les bouillons uniformément troubles ; 
les bouillons troubles avec dépéts correspondent a des germes morpho- 
logiquement trés polymorphes. 

L’étude morphologique des streptocoques a été faite pour nos 
217 souches par la coloration de Gram sur les colonies isolées, dans 
les milieux liquides et aussi en contraste de phase. Ce dernier moyen, 
extrémement rapide, nous parait devoir prendre une grande impor- 
tance en raison de l’aide constante qu’il peut apporter. 

En effet, le caracttre morphologique dominant des streplocoques est 
leur polymorphisme ; mais, quelle que soit leur forme, les strepto- 
coques apparaissent toujours opaques en _ contraste de phase, au 
contraire des germes Gram-négatifs qui sont pales et peu contrastés. 


Il. — Sensibilité des streptocoques aux antibiotiques. 


Nous avons étudié les sensibilités de chacun de nos germes vis- 
a-vis des cing grands antibiotiques couramment employés, et cette 
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évaluation précéde souvent l’identification vraie du germe, dés 
que nous avons une colonic isolée. 

Les antibiotiques utilisés sont: Pénicilline (P), Auréomy- 
cine (A), Chloramphénicol (C), Terramycine (T), Streptomy- 
cine (S). 

Le milieu utilisé est la gélose au coeur de boeuf additionnée de 
5 p. 100 de sang de lapin. 

Toutes ces déierminations ont été pratiquées en suivant la 
méthode de diffusion sur boite d’aprés la technique de Spaul- 
ding [8, 9]. 

Pour simplifier exposé des résultats nous distinguerons seule- 
ment, vis-a-vis de chacun des antibiotiques, trois types de souches. 

Sensibles (S), dont la croissance est inhibée in vifro par une 
concentration inférieure a celle habituellement réalisée dans le 
sang par l’administration générale de l’antibiotique aux doses 
habituelles. 

Limites (L), accessibles seulement 4 une thérapeutique 4 doses 
plus élevées. 

Résisiantes (R), praliquement inaccessibles 4 la thérapeutique 
par vole générale. 

Le tableau I permet de classer les résultats de ces déterminations 
de sensibilité en fonction de l’aspect des colonies sur gélose au 
sang de lapin. 

A partir de ces données numériques présentées sous formes 
de pourcentage, nous avons construit le diagramme suivant 


TasLeat I. — Sensibilité aux antibiotiques de 217 souches 
de streptocoques d’origine humaine. 
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(fig. 1) qui envisage le comportement des souches de strepto- 
coques vis-a-vis de chacun des antibiotiques ¢tudiés. 

Nous commenterons briévement ce tableau et le diagramme qui 
en découle. 

1° Streplomycine. — La premiére constatation qui s’impose est 
la proportion extrémement faible de germes sensibles a la Strep- 
tomycine, et ceci quel que soit l’aspect des colonies sur gélose 
au sang. 

On peut noter seulement que le groupe des souches a représente 
la proportion la plus faible de germes nettement résistants. 

2° Auréomycine. — II est, A premiére vue, surprenant de noter 
que la proportion la plus faible de souches sensibles a cet anti- 
biotique s’observe avec les streptocoques B (42 p. 100). 

Il ne s’agit la, en fait, que d’un ordre de grandeur des concen- 
trations inhibitrices, car si on bloque en un méme groupe les 
souches accessibles A la thérapeutique (souches sensibles et 
souches limites), on constate que les résultats no{és vis-a-vis de 
VAuréomycine sont comparables pour les trois groupes f, a + h 
Ob Ke 

Par contre, les streptocoques a constituent, de loin, le groupe 
le plus sensible (72 p. 100 + i2 p. 100). 

3° Pénicilline. — La trés grande sensibilité théorique des strep- 
tocoques a la Pénicilline ne ressort pas de létude du tableau I, 
si l’on tient compte seulement des souches hautement sensibles. 

En effet, les souches les plus sensibles sont ici les strepto- 
coques a et fp, mais la proportion maximum ne dépasse pas 
58 p. 100. ‘Les souches y sont peu souvent sensibles a la Pénicil- 
line (25 p. 100), ce qui n’est pas pour nous étonner, étant donné 
que parmi elles se place la majorité des entérocoques [40, 44]. 

Mais en tenant compte des streptocoques dont la sensibilité es! 
« limite », nous trouvons pour la Pénicilline une proportion trés 
différente de souches accessibles a la thérapeutique : 


Pourvles:souchess 0.” 2 ss irecenome negate tno ere SO OU) 
HOUT OVCIN I Bie se ee te oe oe fl eg A To AOU 
Pour les souc¢hesree 0h 2.) (sg. eh. sees ee ee ep Oe EO 
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En somme, en tenant compte des souches « limites », nous 
augmentons d’environ 30 p. 100 la proportion des souches de 
streptocoques sur lesquelles agira un traitement A hautes doses 
de Pénicilline [42]. 

Il est méme intéressant de constater que les strep!ocoques 
sont passés de 25 p. 100 a 62 p. 100 en tenant compte des souches 
de sensibilité limite 4 la Pénicilline. Les succés enregistrés avec 
de tres hautes doses de Pénicilline dans le traitement des endo- 
cardites 4 enlérocoques constituent la transposition sur le plan 
clinique de cette constatation bactériologique [43]. Le choix de 
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cet antibiolique s’impose alors d’autant plus qu’il est bactéricide, 
et que son association avec la Streptomycine a une action syner- 
gique. 

4° Chloramphénicol. — Les streptocoques paraissent souvent 
trés sensibles au Chloramphénicol. Les souches « représentent la 
proportion maximum (94 p. 100); les souches B et a + h attei- 
gnent des taux trés voisins (82 p. 100 et 81 p. 100). Seules les 
souches y sont un peu moins souvent sensibles (64 p. 100). 

Les souches franchement résistantes au Chloramphénicol sont 
en trés petit nombre. Pour les streptocoques p (2 p. 100), 
« (4 p. 100), a + h (7 p. 100). La proportion augmente trés nette- 
ment pour les streptocoques y (25 p. 100). 

5° Terramycine. — En face de la Terramycine les streptocoques 
se conduisent de fagon absolument comparable a ce que nous 
venons de voir pour le Chloramphénicol. La sensibilité a la 
Terramycine est trés grande, maximum pour les a (80 p. 100). 
La résistance est rare pour les p, @ et a + h, un peu plus impor- 
tante pour les y (28 p. 100). 

L’analyse sommaire de ces résultats nous permet de constater 
que les antibiotiques doués de l’efficacité antibactérienne Ja plus 
constan‘e in vitro semblent étre le Chloramphénicol et la Terra- 
mycine. La Streptomycine apparait, par contre, le plus souvent 
dénuée d’activité utile. 

Les souches de streptocoques « sont, en général, les plus 
sensibles, et les souches y les plus résistantes aux cinq antibio- 
tiques d’utilisation courante : Pénicilline, Auréomycine, Chloram- 
phénicol, Terramycine et Streptomycine. 


Discussion. 


Dans la premiére partie de ce travail nous nous sommes attachés 
a Vétude morphologique des colonies de streptocoques vues au 
jaible grossissement du microscope. Nous avons appris a distin- 
guer, sans que la moindre discussion soit possible : 

Les colonies B, toujours hémolytiques (quelle que soit l’é!endue 
de l’hémolyse qui peut varier de plusieurs millimétres 4 une zone 
invisible a ceil nu) [44]. 

Les colonies « + h dont l’aspect est parfois si facile & confondre 
avec celui des 6 lorsque l’on se contente d’un examen superficiel. 
Parmi nos 75 souches « + h, 38 avaient a ]’ceil nu une apparence 
de souches Bf, sans modification de teinte de la gélose au sang. 
Il est fort probable que bien des auteurs placent bien des strepto- 
coques a + h parmi les souches hémolytiques, ce qui perturbe 
beaucoup les classifications basées sur le caractére hémolytique 
des streptocoques et peut avoir des conséquences facheuses en 
bactériologie médicale. Nous verrons ultérieurement que ces 
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streptocoques « +h ne font jamais partie des groupes sérolo- 
giques A, B ou C. 

Les colonies «a, dont le volume s’augmente d’une couronne 
d’hématies « fixées ». 

Les colonies y, dont font si souvent partie les entérocoques. 

En dehors de |’étude des modifications de la gélose au sang, 
nous avons tiré grand bénéfice de l’examen de la colonie elle- 
méme. 

Un premier résultat est important : la reconnaissance facile et 
rapide des entérocoques. Parmi les streptocoques toujours 
« catalase négatifs », seuls les entérocoques ont une colonie 
légérement conique, blanche, a centre opaque et pourtour trans- 
parent, qui a tendance a s’étaler sur le milieu de culture. Dans 
tous les cas l’étude ultérieure du germe a confirmé le diagnostic 
porté sur l’aspect de la colonie : 35 streptocoques sur 217 souches 
avaient des colonies d’entérocoques, ils sont tous du groupe D, 
comme nous le verrons. 

A cdté des entérocoques, |’étude systématique des colonies de 
streptocoques a la loupe binoculaire, ou au faible grossissement 
du microscope avec ou sans contraste de phase, nous permet de 
« reconnaitre » un streptocoque particulier parmi les autres, 
lorsqu’il s’agit de certains germes a surtout. 

Techniquement, la colonie ainsi examinée est une source de 
repiquage facile et abondante, et l’on évite en grande partie les 
colonies mixtes si fréquentes pour les streptocoques. 

Avant d’entreprendre |’étude sérologique et biochimique de ces 
souches de streptocoques, nous avons tenu a donner ici les 
résultats de l’étude globale, de leur comportement vis-a-vis des 
cing antibiotiques d’utilisation courante. Nous tenons a remercier 
le professeur agrégé J. Monnier pour l’intérét qu’il a porté aux 
discussions concernant les « antibiogrammes » de ces germes. 

Nous pouvons en dégager quelques notions intéressantes : 

‘Les streptocoques « constituent le groupe qui contient la propor- 
tion la plus élevée de souches sensibles aux cing santibiotiques 
étudiés. Cette propriété est particuli¢rement remarquable en ce 
qui concerne |’Auréomycine, puisque, vis-a-vis de cet antibio- 
lique, les proportions notées dans les autres groupes sont beaucoup 
plus faibles. 

Les streptocoques y, 4 l’opposé, possédent les pourcentages les 
plus élevés de souches résistantes aux cinq antibiotiques, et 
notamment a la Pénicilline, au Chloramphénicol et a la Terra- 
mycine. 

Si on envisage la proportion des souches (sensibles ou 
« limites ») accessibles a la thérapeutique, on peut noter seule- 
ment que les streptocoques B paraissent un peu moins souvent 
résistants aux antibiotiques envisagés que les streptocoques « + h. 


STREPTOCOQUES D’ORIGINE HUMAINE 
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Resume. 


L’examen de 217 souches de streptocoques d’origine humaine a 
été syslématiquement fait au faible grossissement du microscope 
pour étudier non seulement les transformations de la gélose au 
sang autour des colonies, mais aussi la morphologie propre des 
colonies. 

La recherche des sensibilités de toutes les souches aux antibio- 
tiques usuels permet une discussion des résultats obtenus, en 
fonction des différents aspects des colonies sur gélose au sane de 
lapin. 
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ETUDE SEROLOGIQUE 
DES CORYNEBACTERIES ANAEROBIES 
PAR LA METHODE DES AGGLUTININES 


par G. LINZENMEIER (°). 


(Inslilul. Pasteur. Service des Anaérobies.) 


INTRODUCTION. 


L’imporlance du pouvoir pathogéne des Corynébactéries anaéro- 
bies pour Vhomme a été mise en évidence depuis quelques années 
par A.-R. Prévot et ses collaborateurs [4 4 8}. De ces travaux 1] 
ressort que 6 espéces anaérobies du genre Corynebacterium, soit 
C. anaerobium, C. avidum, C. parvum, C. granulosum, C. diph- 
teroides et C. liquefaciens out été fréquemment isolées dans un 
groupe d’infections pour lesquelles A.-R. Prévot et P. Tar- 
dieux [2] ont proposé le nom de « corynébactérioses anaérobies ». 
D’aprés ces auteurs, ces maladies se manifestent surtout soit sous 
la forme d’endocardites malignes, soit sous celle de septicémies 
malignes, soit sous celle d’atteimtes malignes ou bénignes du 
systeme réticulo-endothéhal. Ces auteurs ont vu en particulier 
que ces maladies ne sont pas spécifiques dans ce sens que les 
septicémies peuvent étre causées par C. parvum, C. avidum, 
C. liquefaciens et C. diphteroides ; les endocardites malignes a 
Corynebacterium peuvent étre-aussi bien causées par C. avidum 
que par C. anaerobium et que par C. granulosum et que les 
atteintes du systeme spléno-ganghonnaire sont provoquées soit 
par C. avidum, soit par C. parvum. Ils ont résumé ces faits dans 
la formule : « les corynébactérioses sont des maladies génériques 
et non spécifiques ». Dans ces conditions, il était intéressant 
d’en'reprendre I’étude sérologique de ce groupe aussi bien pour 
rechercher des antigénes communs a ces espéces pouvant expli- 
quer Taspect générique des maladies ot on les isole que pour 
trouver une méthode sérodiagnostique a ajouter A la méthode 
jusqu’ici employée par ces auteurs pour les distinguer : hémo- 
culture anaérobie et détermination du germe isolé par la méthode 
de Prévot [9], exposée par Lebert et Tardieux |40!. Les espéces 
en question sont en effet fondées sur un ensemble: de caracteres 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1% juillet 1954. 
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morphologiques, physiologiques et biochimiques qui les diffé- 
rencient aisément, et leur étude sérologique pouvait a priori 
apporter de nouvelles précisions sur elles. 


TECHNIQUE. 


La technique que nous avons ulilisée est celle des injections 
intraveineuses bihebdomadaires répétées de doses croissantes 
de corps microbiens de quarante-huit heures, centrifugés, repris 
par Peau physiologique, a des lapins normaux de 2 kg a 2,600 kg, 
isolés, surveillés, pesés réguliérement, qu’on saigne a blanc six 
jours aprés la dixiéme injection, la progression étant de 0,5 cm? 
pour la premiére injection 4 2 cm* pour la derniére. Cette hyper- 
immunisation somatique s’est faite tres facilement et sans le 
moindre incident pour les espéces C. avidum, C. anaerobium, 
C. diphteroides (1), C. liquefaciens et C. granulosum. Tout au 
contraire, l’espére C. parvum s’est montrée trés pathogéne pour 
le lapin par cette voie. Six Japins sont morts dans des délais 
variant de six & huit semaines et nous avons été obligé, pour 
obtenir des sérums anti-C. parvum, d’employer comme antigéne 
des microbes chauffés a 56° pendant une heure. L’étude histolo- 
gique des lésions provoquées chez les lapins par ce microbe a été 
faite par A.-R. Prévot, G. Dezest et J. Levaditi [41], qui ont 
conclu dans l’ensemble a une réticulose aigué hyperergique 
a cellules géantes mullinucléées. 

Le tableau suivant donne l’emploi des 18 souches utilisées. 


SOUCHE UTILISEE SOUCHES HOMOLOGUES 
ESPECES comme antigéne pour les recherches 
pour l'hyper-immunisation sérologiques 

Op, COD. <5 6 06 6 ONE 9614 135, 759, 760, 592, 355 
Ci anaerobium ....3. i158) 678, 674 
CAAIDIVLEZOLDES.- enta(e Neme 379 463 
Crmligtefaciens 1 889 173 
Oh COP WOROUE 5 6.5 5 0 6 T14 583 
Gey FXOTOIIIO > OF. OO Tho wea e 936 643, 595 


Ee 


Ces souches proviennent de la Collection du Service des 
Anaérobies de |’Institut Pasteur. Elles sont conservées a la fois 
par lyophilisation et par repiquage toutes les deux a quatre 
semaines, avec contrdle de pureté. 


(1) Notons toutefois que les lapines pleines injectées avec C. diphte- 
roides avortent et meurent vers la sepliéme injection avec lésions de 
congestion pulmonaire. 
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Deux grosses difficultés techniques ont été rencontrées : 1° les 
souches auto-agglutinables ; 2° les souches poussant en grumeaux 
cohérents. Pour ces deux groupes, nous avons recherché non 
agglutination directe, mais l’absorption des agglutinines. _ 

Nous n’avons considéré comme positives que les agglutinations 
dont les agglutinats étaient stables et ne disparaissaient pas par 
agitation. 

Les titres de dilutions des sérums ont été : 1/50, 1/125, 1/250, 
1/500, 1/1 000, 1/2 500 et 1/5 000. Pour éviter l’auto-agglutination 
spontanée des souches auto-agglutinables, nous avons diminué 
le taux de NaCl a 0,4 p. 100. Aprés un séjour de deux heures 
trente a l’étuve a 387°, les mélanges étaient gardés et observés 
vingt heures 4 la température ordinaire. Des temoins ont été 
pratiqués avec des sérums de lapins normaux, qui n’ont présenté 
aucun pouvoir agglutinant spontané et avec des sérums équins 
normaux, dont le titre d’agglutination ne dépassait pas 1/20. A 
noter que les suspensions chauffées a 56° et a 100° donnaient un 
titre d’agglutination plus ¢élevé que les émulsions non chauffées 
et que les suspensions formolées sont agglutinées aussi bien que 
les suspensions de microbes vivants. 

Absorption des sérums. — On ajoute 5 a 8 cm* d’un sérum 
dilué au 1/10 au sédiment d’une souche vivante provenant d’une 
culture de 100 cm*. Ces mélanges bien homogénéisés sont placés 
vingt heures 4 37° puis quelques heures a Ja température ordi- 
naire avant d’étre centrifugés. Les sérums ainsi absorbés ont été 
controlés par agglutination avec la souche absorbante ; l’opéra- 
tion a da étre répétée pour C. anaerobium et C. granulosum dont 
le pouvoir absorbant est plus faible que celui des autres Coryné- 
bactéries. 

R&suLtats. 


I. PouvorR AGGLUTINANT DU siRUM ANrTi-avidum 961 (voir 
tableau I). — Le sérum anti-avidum 961 agglutine la souche 
homologue 961 au 1/2500 et les autres souches de C. avidum : 
735 au 1/5 000 et les souches 759, 760 et 592 au 1/500. Mais il 
agelutine en outre : la souche 678 de C. anaerobium au 1/500, 
la souche 583 de C. granulosum iau 1/2500, la souche 889 de 
C. liquefaciens au 1/50, les souches 986 et 643 de C. parvum 
respectivement au 1/125 et au 1/1 000. 

Le méme s¢rum, absorbé par la souche 735 de C. avidum, 
agglutine encore la souche 760 de la méme espéce au 1/50 et la 
souche 583 de C. granulosum au 1/250; absorbé par la 
souche 759, il agglutine encore la souche 735 au 1/125 et la 
souche 583 de C. granulosum au 1/125 ; absorbé par Ja souche 760, 
il agglutine encore la souche 735 au 1/500 et la souche 583 de 
C. granulosum au 1/125 ; absorbé par la souche 592, il agglutine 
encore la souche 735 au 1/125 et la souche 583 de C. granu- 
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TasLzau I. — Agglutination par le sérum anti-avidum 961. 
absorbé ou non absorbé. 


absorbé par espéces hétérologues 


CeanaAers granul.s liquef., parvum . 
678 583 889 643 


Ebene absarbé par C.avidum 
735 759 760 592 355 


AS' AS AS AS AS 
© 125 500125 0 


3 

“A 

@ = 

& 50 
AS 


C eanaerob, 


Celique|C, diph|C.gran. 


AS = Agglutination spontanée. 
(1) C. avidum 961 agglutinait spontanément pendant les expériences. Aggluti- 
nation des antigénes 961, 735, 714, 583 et 463 en solution & 0,4 p. 100 de NaCl. 


losum au 1/50. Enfin, absorbé par la souche 355, il est tota- 
lement épuisé, sauf pour C. granulosum 583 au 1/50. 

Si Vabsorption est pratiquée avec des souches des autres 
espéces, on observe encore des agglutinations croisées : absorbé 
par la souche 678 de C. anaerobium, il agglutine la souche 735 
au 1/1 000 et la souche 583 au 1/1 000 ; absorbé par la souche 583 
de C. granulosum, il a perdu tout pouvoir agglutinant ; absorbé 
par la souche 889 de C. liquefaciens, il agglutine encore les 
souches 735 au 1/5 000 ; 759, 760 et 592 au 1/125 ; 678 au 1/250 ; 
583 au 1/1 000, de méme que 648 et 936 de C. parvum au 1/50. 
Enfin, absorbé par la souche 643 de C. parvum, il agglutine 
encore la souche homologue au 1/500, les souches 735 au 1/500 ; 
759, 760 et 592 au 1/50; 678 au 1/125, 583 au 1/1 000. 

L’agglutination sur lame donne des résultats bien visibles 
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quand Ja méme dilution en tube a donné un tire d’au moins 
1/125 et que la dilution du sérum n’est pas inférieure a 1/25. 

Conclusion. — a) Dans le cadre de nos expériences, l’espéce 
C. avidum n’est pas divisible en groupes sérologiques, bien qu’il 
existe de petites différences dans le pouvoir absorbant des 
souches de cette espece qui n’épuisent pas totalement fe 
sérum 961. Par ailleurs, elle présente un agglutinogéne commun 
avec une souche sur trois de C. anaerobium, une souche sur deux 
de C. granulosum, une souche sur deux de C. liquefaciens ct 
deux souches sur trois de C. parvum. Elle n’a, par contre, aucun 
agelutinogéne commun avec C. diphteroides. 

b) ‘La constitution agglutinogénique de Vespéce C. avidum est 
complexe puisqu’apres absorption homologue et hétérologue elle 
ageluline encore des souches homologues et hétérologues, sauf 
celles de C. liquefaciens. Il est remarquable de constater que la 
souche 583 de C. granulosum épuise totalement le sérum 961 et 
que la souche 678 de C. anaerobium !’épuise presque totalement. 


Il. PouvortR AGGLUTINANT DU SERUM ANTI-anaerobium 758. — Le 
pouvoir agglutinant direct de ce sérum n’a pas pu étre déterminé 
sur la souche homologue, celle-c1 poussant en grumeaux cohérents 
indissociables. La souche 678 de C. anaerobium était agglutinée 
par le sérum 758 au 1/1 000 et épuisait totalement ce sérum. Ce 
sérum agglutinait en outre : toutes les souches de C. avidum 
( # 735 au 1/5 000;% 759 au 1/500;#% 760 au 1/1000; #592 au 
1/250) ; deux souches de C. parvum (¢ 986 au 1/250; % 643 au 
1/500) ; la souche 889 de C. liquefaciens au 1/125; toutes les 
souches de C. granulosum ( 583 au 1/1 000; # 714 au 1/50). 1 
n’agglutinait pas C. diphteroides ni la souche 595 de C. parvum. 
L’absorption par C. granulosum 2 583 épuisait totalement ce 
sérum. 'L’absorption par C. avidum z 592 l’épuisait partiellement, 
mais laissait subsister un certain pouvoir agglutinant pour # 735 
de C. avidum, £ 583 de C. granulosum et 2 678 de C. anaerobium. 

L’absorption par ¢ 6483 de C. parvum et ¢ 889 de C. liquefaciens 
diminuait le pouvoir agglutinant et l’épuisait pour les espéces 
parvum et liquefaciens. 

Résultats analogues par les tests sur lame. 

Conclusion. — L’étude du sérum aanti-anaerobium permet de 
confirmer existence d’agglutinogénes communs entre cette 
espéce et les autres espéces de Corynébactéries anaérobies, 
saul C. diphteroides. 


If. Pouvork aGGLuTINANT pU siRUM aANtI-diphteroides 379. — 
Ce sérum agglutine la souche homologue au 1/5000 et la 
souche 463 au 1/125. Il agglutinait en outre deux souches de 


= 


= C. avidum (961 au 1/250 et # 735 au 1/500). Son absorption par 
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_ souche 463 ne l’épuisait que partiellement, abaissant son titre 
agglutinant vis-a-vis de la souche homologue 379 a 1/1 000. Les 
souches de C. avidum agglutinées par lui épuisaient ce sérum 
vis-a-vis de la souche 463. mais non vis-a-vis de 2 379. 
Conclusion. — Sérologiquement, l’espece C. diphteroides est 
presque isolée et ne posséde qu’une légére communauté avec 
C. avidum, qui d’ailleurs ne se manifeste pas sur lame. 


IV. Pouvorr AGcLuTINANT pU sERUM antI-liquefaciens 889, — 
Ce sérum agglutine la souche homologue 889 au 1/500, mais en 
utilisant la méme souche aprés chauffage a 100°, le titre d’agglu- 
tination est de 1/2500. Il agglutine en outre plusieurs souches 
des espéces C. avidum, C. anaerobium, C. parvum et C. granu- 
losum a des titres compris entre 1/125 et 1/1000. I) n’agglu- 
tinait pas C. diphteroides, ni 2 595 de C. parvum, ni 2 714 de 
C. granulosum. 

La souche 773 ne l’épuisait que particllement. Les souches 678 
de C. anaerobium et 643 de C. parvum |’ épuisaient presque tota- 
lement vis-a-vis de C. avidum z 735 et de C. granulosum # 583. 
L’absorption par 2 735 de C. avidum |’épuisait partiellement et 
par 2 583 de C. granulosum ne |’épuisait qu’a peine. 

Résultats analogues sur lames avec agglutinats gluants. 

Conclusion. — ‘Le sérum anti-liquefaciens confirme les commu- 
nautés anuigéniques avec les autres espéces, sauf avec C. diph- 
teroides. 


V. PouvoIR AGGLUTINANT DU SERUM ANTI-granulosum 714. — Ce 
sérum ageglutine la souche homologue 714 au 1/5000 et la 
souche 583 au 1/50. Les souches des autres espéces C. avidum, 
C. anaerobium et C. parvum (sauf 2 595) étaient agglutinées du 
1/25 au 1/50. La souche 583 épuisait totalement ce sérum vis- 
a-vis de la souche 714; cette souche 583 était agglutinée par les 
sérums anti-avidum, anti-anaerobium, anti- liquefaciens et anti- 
parvum et épuisaient totalement les sérums anti-avidum et anti- 
anaerobium et a peine les sérums anti-liquefaciens et anti- 
parvum 936. 

Sur Jame, seules les souches de C. granulosum sont agglutinées 
Dalece sérum. 

Conclusion. — Le sérum anti-granulosum confirme partielle- 
ment les communautés et la complexité antigéniques mises en 
évidence précédemment, alors que la souche 583 posséde les 
agelutinogénes sensibles a l’action des sérums anti-avidum, anti- 
anaerobium, et plus faiblement aux sérums anli-parvum ot anti- 
liquefaciens. 


VI. PouvoIR AGGLUTINANT DES SERUMS ANTI-parvum 936 et 595 
Nous rappelons que le sérum 936 n’a pu étre obtenu qu’en 
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employant des corps microbiens chauffés une heure a 56°. il 
agglutinait la souche homologue au 1/1000 et la souche 643 de 
C. parvum au méme taux. Comme il n’agglutinait pas la 
souche 595, un sérum anti-b95 fut préparé qui agglutinait seu- 
lement la souche homologue au 1/500. ‘Le sérum 936 agglutinait 
en outre toutes les souches de C. avidum aux taux suivants : 2 735 
au 1/1000; ¢ 759 et # 592 au 1/500; # 760 au 1/5 000. Il agglu- 
tinait aussi la souche 678 de C. anaerobium au 1/5000, la 
souche 889 de C. liquefaciens au 1/125, la souche 583 de C. gra- 
nulosum au 1/500. Son absorption par diverses souches hétéro- 
spécifiques montrait que son pouvoir agglutinant vis-a-vis de 
C. liquefaciens et de C. anaerobium était épuisé (de fagon réci- 
proque). Les mémes souches épuisaient aussi son pouvoir agglu- 
tinant pour 2 583 de C. granulosum (sans réciprocité). Quant 
a C. anaerobium, il épuisait son pouvoir agglulinant vis-a-vis 
de 4 735 (C. avidum) sans réciprocité. 

Résultats analogues sur lame. 

Conclusion. — Cette étude confirme cerlaines communautés 
antigéniques entre les espéces et montre la complexité de leur 
mosaique agglutinogéne. 


DISCUSSION ET CONCLUSIONS GENERALES. 


Des résultats comparables aux ndtres ont été obtenus par 
H. Beerens [42], avec C. avidum et C. liquefaciens ; nous n’avons 
pas pu vérifier les résultats de cet auteur avec C. acnes, mais 
A. Lentze [43] a pu aborder ce cdté de la question et a mis en 
évidence des agglutinines anti-acnes dans certains sérums humains. 

Il ressort de ensemble de cette étude que la structure agglu- 
linogénique des souches appartenant aux espéces anaérobies du 
genre Corynebacterium est trés complexe. Cette complexité se 
manifeste : 1° par des différences de structure entre les souches 
d’une méme espéce ; 2° par des communautés antigéniques nom- 
breuses et diverses entre les souches d’espéces différentes, les 
unes réciproques, les autres non réciproques. Parmi les commu- 
nautés agglutinogéniques réciproques, il est facile de discerner 
les liens qui unissent intimement C. avidum et C. anaerobium 
dune part, C. parvum et C. liquefaciens d’autre part, ces 
quatre espéces élant antigéniquement trés voisines, et a un degré 
moindre, les quatre mémes espéces avec C. granulosum. Ceci 
peut probablement expliquer que les mémes maladies, en parti- 
culier l’endocardite maligne, puissent étre causées, soit par l’une, 
soit par l’autre de ces espéces. Au contraire, il semble que 
Vespéce C. diphteroides soit nettement différente des cing autres 
par son comportement vis-a-vis de Vagglutination. Ces faits 
étaient indispensables & mettre en évidence en vue d’établir une 
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méthode sérodiagnostique pour détecter plus rapidement ces 
maladies. 
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UNE NOUVELLE ESPECE DE S7REPTOMYCES:: 
STREPTOMYCES ARMILLATUS 


par Mmes D. MANCY-COURTILLET et S. PINNERT-SINDICO (°*). 


(Laboratoires de Recherches biochimiques 
de la Société des Usines chimiques Rhéne-Poulenc 
a Vitry-sur-Seine.) 


Au cours de recherches sur la production d’antibiotiques par 
les Streptomyces, nous avons isolé, a partir d’un prélévement de 
terre effectué A Cruzeiro (Brésil), une souche de Streptomyces 
produisant un antibiotique qui a été isolé a létat cristallisé ct 
identifié a Voxytétracycline par Vensemble de ses propriétés 
physiques, chimiques et de son activité antibactérienne. 

Cette souche posséde des caractéres distinctifs qui la diffé- 
rencient nelttement des espéces de Streptomyces décrites [4, 2], 
et en particulier de celles reconnues comme productrices d’oxy- 
tétracycline. 

DESCRIPTION. 


Sur milieu d’Emerson, les colonies monospores de cet'e 
nouvelle espéce de Streptomyces sont rondes, a bords nets, peu 
plissées, et présentent une surélévation centrale. [Le mycéhium 
végétatif est compact, coloré en gris jaunatre clair ; le mycélium 
aérien, assez pauvre, blanchatre, se développe surtout sur le bord 
de la colonie, laissant la partie centrale découverte. Pour rappeler 
celte disposition particuli¢ére du mycélium aérien qui forme une 
sorte d’anneau a la surface de la colonie, nous proposons 
dappeler cette espece Streptomyces armillatus. 

Cultivé a 26° sur géloses inclinées, ce Streptomyces produit, 
sur les milicux organiques, un mycélium végétatif vigoureux et 
compact, coloré en gris jaunatre clair, plat ou formant de larges 
plis peu accusés, non fendillé. Le mycélium aérien habituellement 
peu développé est blane ou légéerement blanchatre. Les cultures 
sur différents mileux synthétiques sont, d’une maniére générale, 
moins bien développées que sur les milieux organiques complexes. 

Dans tous les cas, la croissance est assez lente. 


(*) Manuscrit recu le 12 juillet 1954. 
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La chromogenése est nulle, sauf dans quelques cas bien parti- 
culiers, comme pour les cultures ensemencées par piqire dans les 
milieux nutritifs gélatinés. 

Les descriptions détaillées des caractéres morphologiques et 
biochimiques de S. armillatus sont données dans le tableau I. 
Sauf mention spéciale, ces descriptions concernent des cultures 
en gélose inclinée, incubées a 26°. 

Enfin, par la méthode des cultures en milieu synthétique de 
Pridham ct Gottheb [8], en additionnant le milieu de base, 
dépourvu d’hydrates de carbone, de différents éléments hydro- 
carbonés, et en comparant le degré de développement obtenu, on 
constate que S. armillatus utilise bien : le glucose, le galactose, 
le mannose, la glycérine, |’érythrite ; utilise moyennement ou peu : 
arabinose, le raffinose, la mannite, lacétate de sodium, 'e 
citrate de sodium, lamidon ; et n’utilise pas : le xylose, le rham- 
nose, le lévulose, le saccharose, le maltose, le lactose, la sorbite, 
la dulcite, lVinosite, le tartrate de sodium. 

L’examen microscopique de cultures sur lame, apres fixation 
et coloration, montre que S. armillatus possede un appareil spori- 
fere fréquemment rencontré chez les Streptomyces: les hyphes 
aériens sont porteurs de filaments enroulés en vrille. Ces fila- 
ments, tout en gardant leur forme, se segmentent pour former 
des chaines de spores ovales. 


CLASSIFICATION SYSTEMATIQUE. 


S. armillatus présentant la propriété de donner un pigment 
brun seulement sur certains milieux renfermant des protéines, 
principalement les milieux a la gélatine, on pourrait, d’aprés la 
classification de Bergey {41], le classer dans la catégorie 1 a 6 
dont les représentants sont S. bobiliae, S. roseochromogenus, 
S. griseolus et S. erythreus ; cependant 1] différe nettement de 
ces quatre espéces par certains caractéres. Sa croissance trés 
pauvre et son aspect sur milieu synthétique, sans formation de 
mycélium aérien, montrent qu’il ne peut étre assimilé 4 S. bobiliae 
ou S. erythreus. Il differe d’autre part de S. roseochromogenus 
par les points suivants : il ne réduit pas les nitrates en nitrites, 
ne produit pas de pigment pourpre sur milieu a |’ceuf, n’alcalinise 
pas fortement le lait et n’hydrolyse pas l’amidon ; de plus son 
mycélium n’est jamais rose. I] différe également de S. griseolus, 
car il présente des spirales. Il ne donne pas de culture brun 
grisdtre entourée d’un anneau foncé sur gélose 4 l’amidon, sa 
culture ne brunit sur aucun milieu; il ne produit pas d’anneau 
brun sur bouillon glucosé et sa culture sur pomme de terre ne 
noircit pas. 

D’aprés la classification de Waksman et Henrici [2a], on pour- 
rait le classer, pour les mémes raisons que précédemment, dans 
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la classe 11 renfermant S. albus et les espéces voisines. Il s’en 
distingue cependant par la différence dans le développement du 
mycélium aérien, et divers autres caractéres. 

Du point de vue production d’oxytétracycline, S. armillatus se 
distingue nettement des autres espéces productrices de cet anti- 
biotique, Streplomyces rimosus [2 b, 4] et Streptomyces griseo- 
/lavus {2 c, 5}. [Les caractéres différentiels de ces trois espéces sont 
résumés dans le tableau II. 


TaBLEAv II. 


MILIEUX S. armillatus S. rimosus S. griseoflavus 


Milieu synthétique.|Peu développé. Pas} Pas de développe-|Mycélium végétatif 
de pigment. ment. bron-rougeatre a 
orangé, pigment 

jaune faible. 
Pomme de terre . .|/Mycélium  végétatif/Mycélium végétatif/Mycélium végétatif 
trés peu plissé non| plissé, ocre brun,| lichénoide, creme 
craquelé, gris jau-| pigment brun jau-| devenant brun rou- 


nitre. Pas de pig-| natre faible. geatre. Pas de pig- 
ment. ment. 
Gelatine san ee. Liquéfaction lente.|Liquéfaction modé-\Liquéfactio: faible. 
Pigment brunrosé.| rée.Pasde pigment.) Pigment jaunitre 
faible. 
Maite 260 wy. ose Floculation. Peptoni-|Ni coagulation, ni/Peptunisation — rapide 
sation, pH évuluant| peptonisation, pH] sans coagulation. 
de 6,2 a 6,7. inchangé. 


Milieu d’Emerson ./Mycélium végétatif/Mycélium  végétatif|Mycélium végétatif 

gris jaundtre, peu] ocre-orange, surlace} lichénoide, créme 

pees non craquelé.| craqueléesefendil-| & brun, pigment 
igment trés faible) lant en petits mor-} jaunatre. 


rosé. ceaux. Pigment 
jaune brunatre. 
Nitratess. =: 024s 5 Pas de réduction en|Réduction en nitrites.|Réduction en nitriles. 
nitrites. 
ANGMGI ss 6 6 OF Pas d’hydrolyse. Hydrolyse légére. Hydrolyse limitée. 


S. rimosus présente une particularité trés caractéristique : le 
mycélium des colonies se fendille suivant plusieurs cercles concen- 
triques jusqu’au centre de Ja colonie. Cet aspect ne se présente 
pas pour S. griseoflavus qui est cependant lichénoide et produit 
un mycélium de couleur allant du créme au brun rougeatre selon 
les milieux, couleur voisine de l’ocre brun ou ocre orangé de 
S. rimosus. 

S. armillatus est plat ou a peine plissé, jamais fendillé selon 
la maniére caractéristique de S. rimosus et la couleur de son 
mycélium est gris jaundtre clair, ce qui le distingue des deux 
espéces précédentes. De plus, si on compare d’autres propriétés 
telles que la réduction des nitrates en nitrites ou hydrolyse de 
Vamidon, S. rimosus et S. griseoflavus se comportent de la méme 
maniére, alors que S. armillatus se différencie de l’un et de l’autre. 
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Enfin, S. rimosus et S. griseoflavus produisent un et l'autre 
des pigments jaunes a bruns, alors que S. armillatus, dans les 
mémes conditions, ne produit pas de pigment. 

Le tableau IL résume quelques-uns des caractéres morpholo- 
giques et biochimiques qui différencient les trois espéces de 
Streptomyces. 

RESUME, 


Nous avons décrit une nouvelle espéce de Streptomyces. 
S. armillatus, productrice d’oxytétracycline, qui, par sa morpho- 
logie et ses proprictés biochimiques, s’est révélée étre nettement 
différente des espéces connucs et, en particulicr, de celles qui 
produisent de Voxytétracycline. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Bergey’s Manual of determinative Bacteriology, 6® édition, 1948, 
p.-929. 

[2] Wassman et Lecnevatrer. Actinomycetes and their antibiotics. 
Williams et Wilkins Company, 1953. 

[2a] Waxsman et Lrcuevatier. Actinomycetes and their antibiotics. 
Williams et Wilkins Company, 1953, p. 9. 

[2b] Waxsman et LrcHEvanieR. Actinomycetes and their antibiotics. 
Williams et Wilkins Company, 1953, p. 47. 

[2c] Waxsman et LecHEvaLiern. Actinomycetes and their antibiotics. 
Williams et Wilkins Company, 1953, p. 48. 

[3] PrRmuam et Gorrie. J. Bact., 1948, 56, 107. 

[4] B. A. Sopmy, A. C. Fintay, J. H. Kane. United States Patent, 
18 juillet 1950, n° 2 516 080. 

[5] M. Kocm1, W. L. Ruicn, R. F. Acker, H. A. Le CuHeEvaAtier et 
S. A. Waxsman. Proc. nation. Acad. Sci., 1952, 38, 5883. 


L’ACTION DE LA PENICILLINE 
SUR LE METABOLISME PROTIDIQUE 
DANS LES CELLULES PROLIFERANTES 

DES BACTERIES (°). 


(PREMIERE PARTIE) 
par Liroyp G. K. CARR et M. MACHEBOEUF (**.) 


(Institut Pasteur.) 


La plupart des recherches réalisées sur le mode d'action de !a 
pénicilline ont été effectuées en utilisant les suspensions de bac- 
téries non proliférantes. Maintenant, l’on sait que la pénicilline 
est surtout létale pour des bactéries placées dans des conditions 
favorables a la croissance (Hobby, Meyer et Chaffee [42] ; Hobby 
et Dawson [44]; Chain et Duthie [44)). 

Les travaux de Shuler {64}, Krampitz et Werkman [46], Gale 
et Taylor [26], Gros et Machebceuf [88, 35] et Bayliss, Glick et 
Selim [4] ont établi trés solidement que la pénicilline est sans 
effet sur le métabolisme glucidique dans les cellules non prolifé- 
rantes des bactéries. 

En outre, il est également permis d’affirmer que 1|’activité 
protéolytique dans les cellules non proliférantes de Clostridium 
sporogenes {87} et que l’assimilation de lacide glutamique [26] 
dans les cellules non proliférantes de Staphylococcus aureus ne 
sont pas modifiées par la présence de la pénicilline. 

Au contraire, lorsque les bactéries sont traitées pendant la 
croissance, elles perdent certaines facultés métaboliques, telles 
que l’assimilation d’acide glutamique (Gale [24, 24, 26]) et l’utili- 
~ sation des nucléotides et des nucléosides (Gros et Machebceuf [82, 
33, 34, 35, 36, 38)). 

Nous avons donc pensé que l’étude du mode d’action de !a 
pénicilline justifierait un examen de l'influence exercée par cet 
antibiotique dans le métabolisme protidique chez les bactéries 
traitées pendant leur croissance. 

(*) Cette communication est la premiére des trois exposés sur ce 


sujet qui paraitront dans ces Annales. 
(**) Manuscrit recu le 15 avril 1954. 
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Deux exemples antérieurs nous ont encouragés a conduire ce 
travail : les expériences de Hanes, Hird et Isherwood [89, 40} et 
les expériences de Hotchkiss [44]. Signalons que Hanes, Hird et 
Isherwood ont utilisé les extraits de rein et de pancréas dans 
leurs travaux en vue d’établir le transfert d’un acide aminé entre 
le tripeptide (glutathion) et ses amino-acides individuels (glycine, 
cystéine et acide glutamique). Aprés une incubation avec les 
enzymes, les échantillons étaient examinés chromatographique- 
ment. Cela donnait des taches positives pour la formation de 
peptides nouveaux. Le schéma des réactions normales se trouve 
résumé ci-dessous : 


> a-tlutamylphénylalanine 
+ cystéinylglycine. 

> cystéine + glycine. 

>  glutamy!]phénylalanine. 


4. Glutathion + phénylalanine 


2. Cystéinylglycine 
3. Glutathion + phénylalanine 


Notons que, en présence de pénicilline, la formation du 
peptide nouveau (glutamylphénylalanine) est empéchée, car 1 
n’apparait pas avec la libération dans le milieu de cystéine et 
de glycine. 

En étudiant le processus anormal de la synthése des protéines 
bactériennes en présence de pénicilline, Hotchkiss [44] est arrivé 
a la conclusion suivante : 

Les cellules de staphylocoques séparées de la culture peptonée 
et lavée possédent les mémes facultés quantitatives d’utilisation 
de l’oxygéne, du phosphate, de l’acide glutamique ou de l’azote 
aminé, Ces bactéries normales respirent dans les solutions conte- 
nant du glucose et des mélanges divers d’acides aminés. Elles 
ulilisent les acides aminés avec un accroissement normal dans 
Vazote protidique des cellules. 

En outre, les bactéries soumises aux mémes conditions expé- 
rimentales mais exposées a la pénicilline utilisaient l’oxygéne, 
le phosphate et les acides aminés aux mémes taux environ. 
Cependant, on trouve que les cellules ne se développent pas avec 
un accroissement de l’azote protidique comme dans les cellules 
normales. 

Les bactéries lavées et traitées en utilisant les acides aminés 
accumulaient les substances extra-cellulaires contenant l’azote non 
aminé en quantités approximativement égales a l’azote aminé 
utilisé. Ces composés non aminés ont été reconnus étre des 
substances polypeptidiques qui étaient formées en présence de 
pénicilline au lieu de la protéine cellulaire. Les deux travaux 
exposés ci-dessus ont inspiré nos recherches sur l’action de la 
pénicilline sur l’activité peptidasique dans les cellules. proliférantes 
des bactéries, car ils montrent certaines perturbations dans Je 
métabolisine peptidique. 
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Avant de présenter nos résultats personnels, rappelons le travail 
de Gorini et Torriani [84], et les expériences de Simmonds et 
Fruton [62] qui portent sur l’activité protéolytique et le métabo- 
lisme protidique des bactéries en présence de pénicilline. 

Gorini et Torriani {84] travaillaient avec Staphylococcus et 
Lactobaccilus traités par Ja pénicilline en quantité sublétale. 
Ils ont constaté que les filtrats de bactéries ont une activité 
dipeptidasique supérieure a celle des filtrats provenant des 
microbes non traités. Ils ont montré que les protéinases sont des 
exoenzymes, alors que les peptidases sont des endoenzymes que 
lon ne rencontre dans Je milieu de culture qu’aprés destruction 
des cellules. Ces auteurs n’ont expliqué l’accroissement de la 
protéolyse en présence de pénicilline en quantité sublétale ni par 
Vinfluence d’un changement de pH, ni par une activation des 
protéases normalement sécrétées dans le milieu, ni par une action 
sélective de la pénicilline sur certaines cellules qui seraient plus 
particuliérement riches en protéases, non plus que par la présence 
de mutants qui prendraient naissance pendant le traitement par 
la pénicilline. Ils pensaient que cette augmentation correspondait 
essentiellement a un accroissement des peptidases qui seraient 
libérées par les cellules autolysées dans les cultures vieillies 
soumises a l’action de la pénicilline, et dont l’activité se trou- 
verait ainsi renforcée. 

Simmonds et Fruton [62] ont isolé un organisme bactérien 
désigné S. F., qui pousse sur un milieu simple et synthétique et 
qui montre une préférence trés marquée pour un peptide plutot 
que pour le mélange des acides aminés dont le peptide est 
composé. Ils ont effectué un travail sur l’action de la pénicilline 
sur la croissance de cet organisme. 


Ces chercheurs ont formulé une hypothése séduisante, a savoir 
que, avant son assimilation par la souche S. F’., la glycine s’incor- 
porerait dans un peptide. Ils pensaient probablement que l’action 
bactériostatique de la pénicilline se faisait sentir par l’inhibition 
de Ja synthése peptidique. 

En outre, il ne faut pas oublier que la pénicilline a une struc- 
ture du type « quasi peptidique ». Notre intérét pour les 
recherches sur l’action de la pénicilline sur |’activité peptidasique 
fut renforcé par la comparaison de la structure de la pénicilline 
avec celle du glutathion, un peptide universellement présent dans 
les cellules des étres vivants. On a suggéré que le glutathion 
occupe une position significative dans la synthése protidique 
servant ala fois de donateur peptidique et de réservoir pour la 
liaison peptidique dans les réactions dénommées « transpeptidi- 
sations » [89]. Rappelons aussi que la pénicilline ralentit ce 
phénoméne biologique [39]. On a pensé que le glutathion posséde 
une fonction coenzymatique et sert a réactiver continuellement 
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les —SH— des enzymes cellulaires [55]. On sait que beaucoup 
d’organismes exigent une source extérieure de groupements 
thioliques (—SH—) que le glutathion peut offrir [2, 8, 43, 56, 57], 
car de nombreux systémes enzymatiques impliqués dans le méta- 
bolisme carbohydrique, azotique et lipidique contiennent des 
groupes qui leur sont essentiels [4, 3, 63). 

La croissance de Staphylococcus aureus dépend d’une source 
extérieure de groupements — SH — qui sont probablement con- 
vertis en cystéine (Fildes et Richardson [48}) et d’une source 
extéricure d’acide glutamique (Gale et Taylor [25, 26)). 

Les observations de Gale et de ses collaborateurs et les résultats 
des études cytochimiques de Dufrénoy et Pratt [45, 46, 55] sug- 
gérent que le glutathion (a-glutamyl-cystéinyl-glycine) résultant 
de la liaison de l’acide glutamique avec la glycine par J’inter- 
médiaire de Ja cystéine, comme on peut le constater dans la 
formule ci-dessous : 


ACIDE GLUTAMIQUE CYSTEINE GLYCINE 
Coe ia ie Lemna 6 
C(O C6 Ni (= (© 
nave eh 4 i | i H ) 
ae Peale 
HH Po# 


peut étre impliqué dans le mécanisme bactériostalique de la 
pénicilline vis-a-vis des organismes gram-positifs, car les diverses 
pénicillines peuvent é¢tre décrites comme des analogues stéréo- 
chimiques du glutathion dans lesquels la glycine serait remplacée 
par la diméthyl sérine et la fraction glutamique remplacée par 
un R résiduel, comme nous l’avons figuré ci-dessous [47, 19, 55) : 


PENICILLINE DIMETHYL SERINE 
; - RESIDU 
CYSTEINYL RESIDU 
H ‘ 1 CH 
| oe 
ReCe Ni Ca Gas Cc 
Il PN 
O CH 
O 
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D’aprés ces analogies, Pratt et Dufrénoy [55] pensent que la 
pénicilline concurrence peut-étre le glutathion dans le processus 
imphiquant un transfert d’H—. Leurs études cytochimiques 
montrent que la pénicilline exerce son action bactériostatique par 
l’augmentation de la déshydrogénation des groupes —SH— en 
—S—S-—, ceci se faisant plus vite que la restitution par 
lorganisme des groupements —SH— a 1’état actif [45, 16, 49, 
53, 54}. Cette hypothése s’accorde avec l’observation que la 
cystéine supprime l’action antibactérienne de la_ pénicilline 
(Cavallito et coll. [40, 44, 42, 43)). 

Au sujet de aspect compétitif de la pénicilline, signalons les 
travaux de Binkley, Olson et coll. {7, 45]. Ces auteurs ont trouvé 
que la glutamine est exigée pour l’hydrolyse du glutathion par 
des enzymes a partir des tissus de rein. L’action de la glutamine 
a été localisée a la premiére étape de l’hydrolyse de la cystéinyl- 
glycine. Comme la glutamine n’était pas hydrolysée par le sys- 
téme, on a pensé que la glutamine était analogue A un coenzyme. 
La pénicilline G et diverses phtaléines inhibent cette hydrolyse 
compétitivement. Cette inhibition est localisée A la premiére étape 
de hydrolyse, la production de cystéinylglycine. 

En outre, ces auteurs ont observé que, dans les conditions de 
croissance sub-optimale avec des petites quantités d’acides aminés, 
action antibactérienne de la pénicilline vis-a-vis de Staphylo- 
coccus aureus était inversée par la glutamine ou le glutathion. 
Cependant, en présence de glutamine ou de glutathion, on obtenait 
une croissance optimum. 

Pour nos recherches personnelles, nous avons choisi des souches 
de bactéries trés connues 4 |’Institut Pasteur, beaucoup de travaux 
ayant été accomplis sur ces organismes du point de vue des divers 
problémes biochimiques [5, 6, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 58, 
59, 60]. 

Notre choix pour un anaérobie strict s’est porté sur Clostridium 
‘sporogenes G-O-1, car la sensibilité de ce microbe a la péni- 
cilline est trés grande. Signalons qu’il a été étudié a l'Institut 
Pasteur, a l’époque de Metchnikoff [52], qui remarqua son pouvoir 
protéolytique, et ensuite par Gros et Machebceuf [82, 33, 35, 36, 
37], qui s’en servirent pour déterminer |’action de la pénicilline 
sur divers aspects métaboliques. Son activité protéolytique est trés 
forte, car il dégrade avec intensité les protéines en utilisant les 
acides aminés pour sa croissance indépendamment des glucides. 
Il occupe le premier rang en tant qu’organisme, dont il est pos- 
sible de suivre les diverses étapes du métabolisme protidique au 
cours de l’action de la pénicilline. 

Désirant donner 4 nos résultats une plus grande généralité et 
une confirmation, nous avons étudié une autre espéce de bactérie 
Staphylococcus aureus (S-133), un aérobie également sensible a 
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la pénicilline (1). Des souches de ce microbe ont été utilisées par 
Gros et Machebceuf et collaborateurs [82, 35] et par d’autres 
chercheurs [24, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 44], pour établir certains 
aspects du mode d’action de la pénicilline sur la vie microbienne. 

Dans nos recherches, nous avons toujours suivi l’action de la 
pénicilline A basses concentrations sur l’activité protidique dans 
les cellules proliférantes des bactéries. 

On sait que le métabolisme se rapproche le plus de l'état 
naturel dans les conditions ou la multiplication des cellules est 
assurée. Cette considération est trés importante si ]’on veut 
déterminer |’action de la pénicilline sur les systemes enzymatiques, 
car la synthése des enzymes n’évolue que pendant la croissance 
bactérienne. 

Pour étudier l’activité peptidasique, nous avons préparé le 
milieu ci-dessous en vue d’assurer Ja croissance trés forte de 
Clostridium sporogenes et de Staphylococcus aureus : 


MILIEU 

Bau ordinaire, % 5, a or.) cesses Paes ence ie oes eee oe 51 
LEON RNG RG Sm oo & 4 bet SME Ge a 6 GO 100 g 
ECXiETAIt <6: 1G VUEC is, ans, ometee ue eat ual use arated al ot oe oe 20 g 
Sela (GUN ays lates. Bases. Pee ah lagi Le voMey a cmmefe Meoe fe ee connor 25 ¢ 
GIWEOSCT iy & hy Sees cee ss ah Feet Sea ae Ome 40g 


En étudiant l’action de la pénicilline sur l’activité peptidasique 
des haciéries, nous avons suivi le processus indiqué ci-aprés. 

Nous avons obtenu, a coup sar, des bactéries en pleine division 
en inoculant une culture (100 ml) de vingt (20) heures, déve- 
loppée a 87°5 C en anaérobiose stricte, dans un flacon contenant 
mille (1000) ml du mileu ot les bactéries poussent pendant 
deux heures. On en fait deux parts égales avant le traitement par 
la pénicilline. Les bactéries de l’une sont soumises a l’action de 
la pénicilline, tandis que l’autre reste comme témoin. Dans 
nos expériences,, nous avons employé des concentrations de 
pénicilline de 20, 30 et 50 unités « Oxford » (2) par millilitre de 
culture pour Clostridium sporogenes et de 10, 20 et 30 unités 
« Oxford » par millilitre pour Staphylococcus aureus (1). Aprés un 
laps de temps trés court s’étendant de zéro 4 cent vingt minutes, 
nous avons prélevé 25 4 50 ml’de culture pour chaque durée et 
pour chaque concentration de pénicilline. 


(1) Nos résultats pour cette bactérie seront donnés dans le deuxiéme 
mémoire. 

(2) L’unité de pénicilline fut définie initialement comme ia quantité 
minimum d’antibiotique nécessaire pour inhiber la croissance d’une 
souche donnée de Staphylococcus aureus, dans 50 ml de milieu nutritif. 
La pénicilline G cristallisée renferme 1 650 unités « Oxford » par milli- 
gramme, 1 unilé Oxford équivaut a 0,6 pg de pénicilline pure. 
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Pour confirmer que les bactéries proliférent trés activement 
sous l’action de la pénicilline dans chaque prélévement, nous 
avons fait des lectures photométriques sur cing (5) ml de culture 
traitée et non traitée. 

Les prélévements sont centrifugés a basse température (0° C) 
et lavés deux fois par de l’eau bidistillée. Les bactéries sont 
ensuite mises en suspension dans dix (10) ml d’eau_bidistillée 
pour le Clostridium et cing (5) ml pour le Staphylococcus ; 0,5 ml 
de ces suspensions est utilisé pour le dosage d’azote par la 
méthode de Kjeldahl. En outre, nous avons conservé les filtrats 
correspondants. Ce processus permet la comparaison des activités 
peptidasiques vis-a-vis de la pénicilline entre les germes et les 
filtrats des cultures ot les bactéries ont été élevées A faibles 
concentrations et dans des conditions normales. 

Ensuite, nous avons préparé les mélanges ci-dessous maintenus 
a pH 7,8 pour le dipeptide, glycylglycine, et A pH 7,2 pour le 
tripeptide, leucylglycylglycine, avec le tampon phosphate. 


Pour les suspensions. 


1 ml de la suspension bactérienne. 

1 ml de glycylglycine M/10 pour le dipeptide (1) ou 
1 ml de leucyldiglycine M/10 pour le tripeptide (1). 
1 ml tampon phosphate (2). 

0,2 ml cystéine M/6 (2). 

0,2 ml FeSO, M/30. 

0,1 ml eau _ bidistillée. 


Pour les filtrats. 
2,5 ml de filtrats. 
1 ml de glycylglycine M/10 pour le dipeptide (1) ou 
1 ml de leucyldiglycine M/10 pour le tripeptide (1). 
1 ml tampon phosphate (2). 
0,2 ml cystéine M/6 (2). 
0,2 ml FeSO, M/30 (2). 
0,1 ml eau bidistillée. 


(1) Les témoins sont les suspensions seules, le dipeptide et le tri- 
peptide seuls avec la cystéine, et la cystéine seule, ajustées 4 3,5 ml 
pour les suspensions et 4 5 ml pour les filtrats par l’eau_bidistillée. 

(2) La présence de cofacteurs, cystéine (composé thiolique) et métal 
(Fe+ +), dans le mélange dissous est obligatoire parce que Masch- 
mann [48, 49, 50, 54], qui a concentré les peptidases de Clostridium 
sporogenes pour la premiére fois, a montré que, pour activer la 
dipeptidase et la carboxylpolypeptidase, ces substances sont nécessaires. 
Cependant l’aminopeptidase est active sans la présence de ces cofacteurs. 
Maschmann, considérant ces peptidases comme des métalloprotéines, 
résume le réle des cofacteurs dans le schéma ci-dessous : 

a) Déhydro-apodipeptidase + cystéine —~> apopeptidase. * 
b) Apopeptidase + Fe++ ——> apopeptidase Fe (l’enzyme actif). 
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Pour la réalisation de nos études sur l’activité dipeptidasique 
et aminopolypeptidasique chez Clostridium sporogenes, nous 
avons opéré en tubes scellés sous vide. La fermeture est effectuce 
par l’élongation des tubes par une trés forte flamme. Ces tubes 
contenant le mélange sont incubés et agités pendant deux heures 
a 87°5 ©. L’hydrolyse de la Lleucyldiglycine et de la d-I-glycyl- 
glycine est ensuite étudiée par dosage selon la technique de 
Foreman dont nous parlerons bientot. 


MirHovDeEs. 


Nous avons pu étudier l’hydrolyse des peptides par la méthode 
de Foreman [20] qui permet le dosage des groupements carboxyles 
correspondant aux acides aminés libérés. La technique est la 
suivante : 

On prend 2 ml du mélange expérimental ; 

18 ml @alcool éthylique a 96°. 

On neutralise ensuite ce mélange par la potasse alcoolique N/100 
en présence de thymolphtaléine (II gouttes & 1 p. 100 jusqu’a 
virage au bleu). 

Dans toutes nos expériences, nous avons utilisé la méthode de 
Kjeldahl [47] pour la détermination de Vazote bactérien total 
présent dans la totalité de |’émulsion. 

Nous avons commencé nos études personnelles suivant les pro- 
cessus et les méthodes exposées dans la premiére partie, sur les 
activités peptidolyliques et protéolytiques des bactéries traitées 
par la pénicilline a faibles doses pendant leur croissance. Nos 
travaux sur les petides n’ont fait objet que d’une seule commu- 
nication préliminaire [9]. 


ACTIVITES PEPTIDOLYTIQUES ET PROTEOLYTIOQUES 
cCukZ « CLOSTRIDIUM SPOROGENES ). 


Nous avons @abord étudié une souche de Clostridium sporo- 
genes, un anaérobie strict, sensible a la pénicilline a la concen- 
tration de 10 unilés Oxford par millilitre de milieu. Sur ce 
microbe, nous avons étudié laction de la pénicilline aux concen- 
trations de vingt (20), trente (80) et cinquante (50) U. O./ml en 
exposant, les cellules bactériennes & l’antibiotique pendant de trés 
courtes durées. 

Nos résultats pour une seule concentration représeniative sont 
présentés dans les tableaux ci-apres. 

A la concentration de vingt (20) U. O./ml de pénicilline la dif- 
fusion de la dipeptidase et de Vaminopolypeptidase dans le 
milieu ambiant est inhibée. Ce phénoméne suggére une action de la 
pénicilline entrainant une perturbation dans la perméabilité des 
cellules pour les dipeptidases et aminopolypeptidases. Cette inhi- 
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Tasteau I. — Bactéries, Clostridium sporogenes. Résultats obtenus 
avec 50 U. O./ml de pénicilline. 


ee a 
! Pourcentage des groupes ! Pourcentage des groupes NHo 
: NHo libérés en fonction : libérés en fonction du temps 
: du temps, Témoins déduits : rapportés au nombre de mge 


: j; d’azote bactérien fotal, 
Se eee 
Temps en minutea : Temps en minutes 
i (prélaévements) : (prélévements) 
SUBSTRATS ot Os loys 45 3 75 0 15 45 15 


3 3 iS 
a DIGLYCINE u/10 : : 2 & i a i 
t] CYSTEINE M/6 20,12: 21,87 : 24,5 :31,5 : 0,89 :0 s,02) 3) 356 
a Fett 4/30 : ? : 5) ; )’ 4 Pe) : , ; 295 ; ? : > 
H 
fj DIGLYCINE M/10 : : : : 3 : 3 3 
Ai CYSTEINE M/6 : 2 f c : : : : 
mR Fet® 4/30 s27s12t 0 7) ft 39502 2,13 3) 9" 20,45 2 0,25 
PENICILLINE : : : : : : 3 : 
50 U.O./ml. : . b B ; ; : : 
LEUCYLDIGLYCINE : : $ ; $ : : 3 
M/10 G Hy 3 3 H H 3 3 
3 CYSTEINE M/6 : 9,18: 11,81 : 13,12 :16,62: 0,41 :0,515 : 0,55 : 0,845 
A Fet* m/30 3 - oe: : : Si thi 3 2 
a 
f¥ LEUCYLDIGLYCINE : : 2 : S A 2 5 
(I 720°: 5 Q 3 2 : : : 
CYSTEINE M/6 Beals is oye 8 rei 8 alae Testi & leks Oe 6 Opes: 
& Fett u/30 3 : : ¢ 3 2 : 3 
4 PENICILLINE : : : : : : 2 : 
= 50 U.0./ml. : : : : : : : : 


Incubation deux heures. Volume total 3,5 ml. Suspension 1 ml. Tempéra- 
ture 37°,5 C. Tampon phosphate M/75, pH 7,8 (glycylglycine) 7,2 (leucyldygly- 
cine), 25 ml de culture pour chaque prélévement. 


bition est suivie d’une baisse réguliére d’activité dipeptidasique et 
aminopolypeptidasique dans les surnageants avec un accroisse- 
ment correspondant d’activité dans les cellules. 

Aux concentrations de trente (80) et cinquante (50) U. O./ml 
{voir tableaux], nous voyons donc que la pénicilline ralentit trés 
nettement l’hydrolyse peptidique, produisant une baisse graduelle 
de l’activité peptidasique et aminopolypeptidasique chez les bac- 
téries proliférantes et également dans les filtrats correspondants. 


Discussion. 


On peut se demander si l’action de la pénicilline consiste en 
une inactivation directe de certains eazymes, en une inhibition de 
leur synthése ou en une inactivation indirecte, puisque l’on sait 
que certains métaux stabilisent les protéases [métallo-protéines| 
(Gorini et Fromageot /29, 30}) et que Ja pénicilline pourrait se 
combiner a des molécules stabilisatrices. Considérons les travaux 
de Gorini et Fromageot, qui ont établi le role fondamental du 
calcium dans les systemes protélytiques des bactéries en montrant 
que le calcium est indispensable non seulement au fonctionne- 
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TasteAu I]. — Surnageants Clostridium sporogenes. Résultats obtenus 
avec 50 U. O./ml-de pénicilline. 


* Pourcentage des groupes NHo 
: libérés en fonction du temps. 
; Témoins déduits, 


Temps en minutes (prélévements) 


oe oe 


SUBSTRATS : a) 2 "5 Ss ete, oe 
DIGLYCINE M/10 : : : : 
f CYSTEINE M/6 : 60 2) 6755.) te 6eO 8 Cs eeaig> 
a Fet# 4/30 : : : : 
a 
As DIGLYCINE M/10 : 2 3 : 
f CYSTEINE M/6 : : : : 
A Fett m/30 2765, 27837) Samsh ete, Susanne O 
PENICILLINE : : 3 : 
50 U.0./ml. : - “ : 
a LEUCYLDIGLYCINE M/10 3 ; S = 
a CYSTEINE M/6 37,5 3 45 SRT Noe ne 
sy +> : . ° . 
& Fet* = M/30 : : : : 
f& 
fi LEUCYLDIGLYCINE M/10 : : : : 
3 CYSTEINE M/6 : : : : 
S Fe** /30 er ee mh oe Sich Oe abl 
Gs PENICILLINE : : : : 
«50 U.0./ml. : : : : 


a 
Incubation deux heures. Volume total 5 ml. Filtrats 2,5 ml. Température 
37°5 C. Tampon phosphate M/75, pH 7,8 (diglycine), pH 7,2 (leucyldiglycine) 
25 ml pour chaque prélévement. 


Tas.eau Ill. — Résultats des mesures effectuées avec l'appareil de 
Kjeldahl et l’électrophotométre de Meunier. 50 U. O./ml de 
pénicilline Clostridium sporogenes 


! Lectures photométriques met- : Nombre de mg. d’Azote 


: tant en évidence la croissan-: bactérien par 1’appareil 
: ce de bactéries, : de Kjeldahl, 
: Temps des prélévements : Temps des prélévements 


en minutes. en minutes, 


Po OMe aa) Ul Bee ge Kon Ge US ey FS 


Non traité : 728 : 1068: -1120 : 1251 : 0,224 : 0,229 : 0,238: 0,196 


Traité avec 3: 


. : 
: . 


0,154: 0,14 


50 U.0./ml. : 728 : 954: 1071 =: 1152 : 0,238 : 0,182 ; 
Pénioilline : ; : 2 | : $ 3 


ment, mais aussi & la stabilité de la protéimase de Microcoecus 
lysodeiklicus. Ils ont séparé cet enzyme des cellules bactériennes et 
ont suivi son action sur la gélatine et sur la caséine, Par la suite, 
ces auteurs [80] ont étudié les conditions physiologiques concer- 
nant la présence de protéinase dans les cultures de Micrococcus 
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lysodetkticus. Ils ont précisé le rdle important que le cal 
cium joue dans l’accumulation de l’enzyme dans les milieux 
ambiants. 

Gorini [28], dans une étude extensive avec Micrococcus lyso- 
deikticus, Bacillus megatherium, Coccus P, Proteus sp., Pseu- 
domonas pyocyanea, Bacillus mesentericus, Bacillus subtilis et 
Bacillus cereus, a trouvé que l’activité de leurs protéinases, sépa- 
rées de toute cellule bactérienne, est inhibée par différents réactifs 
du calcium : fluorure, citrate, oxalate, etc. Cette inactivation peut 
étre complétement empéchée par addition du calcium, a condition 
que celui-ci soit ajouté sitdt fait le mélange de l’enzyme aux réac- 
tifs. En outre, Gorini a trouvé que le calcium protége les protéi- 
nases contre leur inactivation par la température. Signalons que 
Gorini en a conclu que le calcium est un constituant de ces enzy- 
mes ; ceux-ci sont done des métallo-protéines dans _ lesquelles, 
selon leur origine, la liaison entre protéines et calcium est plus 
ou moins labile. Il a montré que, dans son rédle de substance 
active dans le cas de la protéolyse, le calcium peut étre remplacé 
en partie seulement par le strontium, son réle de constituant 
de la molécule de protéinase donnant la stabilité 4 la structure de 
Venzyme, il est possible de remplacer le calcium en partie par le 
magnésium. Cependant, avec le magnésium on ne trouve aucune 
activité protéolytique. 

Un parallélisme existe peut-étre entre cette action et le réle des 
métaux dans les peptidases, car il faut se souvenir que Masch- 
mann [48, 49, 50, 54] qui a concentré les peptidases de Clostri- 
dium sporogenes pour la premicre fois, les a caractérisées comme 
métallo-protéines. Il a montré de plus que, pour leur activation, 
les métaux comme le fer ou le manganése et la thiol-cystéine sont 
des cofacteurs indispensables. Cet auteur a bati une théorie sur la 
constitution de ces peptidases, fondée sur l’observation qu’elles 
sont inhibées par le cyanure et activées par le fer. L’activation 
est plus grande quand Vaddition de fer est précédée par celle 
de cystéine ; l’addition de fer et de cystéine d’une autre maniére 
a moins d’effet. A moins que le milieu contienne des métaux lourds 
en quantité suffisante, les peptidases n’existeraient pas comme 
enzymes aclifs, mais dans un état inactif, comme apopeptidase. 
I] pense que la cystéine est dispersée dans la protéine de maniére 
qu’un métal lourd puisse mettre la molécule dans l'état exigé. 
Cette opinion est appuyée par le fait qu’une fois activée par le 
fer, puis inhibée par le cyanure, l’activité peptidasique est res- 
taurée en présence de cyanure par l’addition de manganése dont 
les ions ne sont pas complétement déplacés par le cyanure comme 
les ions du fer. 

La pénicilline, un « quasi-peptide », est capable d’agir avec les 
complexes métalliques ou la cystéine pour empécher la formation 
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d’apopeptidase ou d’enzyme actif suivant le schéma de Masch- 
mann : 


1. Déhydro-peptidase + cystéine ——-> apopeptidase. : 
2. Apopeptidase + Fe++ -——> apopeptidase Fe (enzyme actif). 


Outre le blocage de l’activité peptidasique que nous avons 
observé, on peut trouver une inhibition de lhydrolyse du gluta- 
thion, peptide trés important des cellules des étres vivants, suivie 
dune perturbation dans Jl’activité normale de cette substance, 
perturbation que nous avons notée antérieurement. 


CONCLUSIONS. 


Nous avons observé une inhibition de l’activité peptidasique par 
la pénicilline aux faibles concentrations, concentrations n’inhi- 
bant pas toutefois la croissance complétement et ne provoquant 
pas de lyse. 

Contrairement Aa ce qu’ont constaté Gorini et Torriani [34] 
dont nous avons exposé le travail précédemment, activité pepti- 
dasique décroit dans les filtrats de culture et chez les bactéries 
comme sil y avait une inactivation progressive des systemes 
enzymatiques. 
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AVIS 


Le Comité Scientifique de la Ligue Francaise contre le Cancer 
communique ]’information suivante : 

Les éléves et anciens éléves de 1’Ecole Supérieure des Sciences Econo- 
miques et Commerciales de l'Institut Catholique de Paris ont décidé 
d’attribuer en 1955, comme ils l’ont fait en 1954, un prix de 100 000 fr. 
au moins a l’auteur, francais ou étranger, du meilleur travail de 
recherche sur le cancer, effectué en France ou dans i’Union Frangaise, 
inédit ou publié au cours des trois derniéres années précédant le 
1** octobre 1954. 

Pour tous renseignements concernant le réglement du concours, 
s’adresser & la Ligue Francaise contre le Cancer, 6, avenue Marceau, 
Parisnmac 


Le Gérant : G. Masson. 


Dépot légal. — 1954. — 4° Trimestre. — Numéro d’ordre 1900. — Masson et Cie, édit., Pa 
Ancé Imp. de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette, Paris. 


